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1 Einleitung 
1.1 Das hepatozelluläre Karzinom (HCC) 
1.1.1 Epidemiologie 
Das hepatozelluläre Karzinom ist das häufigste primäre Malignom der Leber. Es stellt 
mit über 500 000 weltweiten Neudiagnosen pro Jahr bei Männern die fünft‑, bei Frauen 
die siebthäufigste Tumorentität dar.  Aufgrund seiner hohen Malignität rangiert das 
HCC an Stelle zwei der Liste tumorbedingter Todesfälle weltweit [1].  Die 
HCC‑Inzidenz ist vor allem in denjenigen Regionen hoch, in denen Hepatitis‑B‑Virus 
(HBV)‑ bzw. Hepatitis‑C‑Virus (HCV)‑Infektionen eine endemische Verbreitung 
aufweisen. Zu diesen zählen das subsaharische Afrika sowie weite Teile Südostasiens 
und Ostasiens. Wenngleich die Inzidenzraten mit ca. 5/100 000 in den Industriestaaten 
verhältnismäßig gering sind, so ist doch in den vergangenen Jahren ein Anstieg der 
Neuerkrankungsraten verzeichnet worden. Dieser begründet sich im Anstieg der 
Prävalenz chronischer HCV‑Infektionen und in der Zunahme der Prävalenz der 
nichtalkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLD) in Industriestaaten [2]. Es ist davon 
auszugehen, dass die Inzidenzen des HCC in den Industriestaaten in der Zukunft 
durch eine Reduktion der Anzahl chronischer HCV‑Infektionen aufgrund neuer 
Therapiemöglichkeiten sinken werden [3]. 
 
1.1.2 Ätiologie 
Mit einem Anteil von 80‑90% entwickelt sich der Großteil der HCC auf dem Boden 
einer Leberzirrhose, deren Ursache vielfältig sein kann [2,4] (Abbildung 1). Zu den 
Hauptrisikofaktoren für die Entwicklung eines HCC zählen die Virushepatitiden B 
und C. Die chronische HBV‑Infektion liegt bis zu 54% (Industriestaaten: 23%; 
Entwicklungsländer 59% [5–7]) aller HCC‑Erkrankungen zu Grunde [8]. Die chronische 
HCV‑Infektion geht mit einem im Vergleich zur gesunden Bevölkerung 17‑fach 
erhöhten HCC‑Risiko einher [2,9]. Weitere Risikofaktoren sind die bereits genannte 
NAFLD [10], hoher Alkoholkonsum [9,11], Aflatoxin‑Exposition [12] und Diabetes 
mellitus [13,14]. Auch Genvarianten, beispielsweise TNFα‑308 G/A und TNF‑α 238 
G/A Polymorphismen, prädisponieren für die Entwicklung eines HCC [15,16]. 




• Primär sklerosierende 
Cholangitis
• Primär biliäre Zirrhose
• IgG4-Cholangiopathie
Kardiovaskulär






















Abbildung 1: Ursachen der Leberzirrhose, modifiziert nach Wiegand, 2013 [17].  
 
1.1.3 Prävention und Screening 
Da die HBV‑Infektion die häufigste Ursache des HCC ist [1], ist die erfolgreichste 
primäre Präventionsmaßnahme zur Senkung des weltweiten HCC‑Aufkommens die 
HBV‑Impfung [18]. Als primärpräventive Maßnahmen gelten auch die postnatale 
Verabreichung von HB‑Immunoglobulin an Kinder HBV‑infizierter Mütter [19] und die 
absolute Alkoholkarenz bei Lebererkrankungen jedweder Genese [20].  
Sekundärpräventiv empfiehlt sich die kausale Therapie der chronischen 
Lebererkrankung. Eine Gewichtsreduktion beispielsweise kann der Progression einer 
NAFLD vorbeugen [20,21] und die Metformintherapie eines Diabetes mellitus das 
HCC‑Risiko senken [13,22], HBV- und HCV-Infektionen sollen leitliniengerecht 
therapiert werden [23]. 
Eine unverzichtbare Maßnahme der Sekundärprävention ist die 
Screening-Untersuchung. Mit einem 5‑Jahresüberleben von 0‑10% ist die Prognose 
bei Diagnose eines HCC nach dem Auftreten klinischer Symptome infaust. Erfolgt die 
Diagnose jedoch aufgrund Vorsorgeuntersuchungen in einem frühen 
Krankheitsstadium, so beläuft sich das 5‑Jahresüberleben auf mehr als 50% [19,24]. 
Die Sonographie gilt aufgrund hoher diagnostischer Zuverlässigkeit, fehlender 
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Invasivität, geringer Kosten und einer hohen Akzeptanz in der Bevölkerung als 
Goldstandard in der HCC‑Früherkennung. Indiziert ist sie bei Leberzirrhose im 
Stadium A‑C nach Child‑Pugh, bei HBs‑Antigen‑Trägern mit moderatem oder hohem 
Risiko der Entwicklung eines HCC und Patienten mit einer fortgeschrittenen 
Leberfibrose bei chronischer HCV‑Infektion. Die Bestimmung von AFP im Serum 
gehört aufgrund unzureichender und widersprüchlicher Datenlage nicht zum 
diagnostischen Standard in der Früherkennung [23]. 
 
1.1.4 Diagnostischer Algorithmus und Staging  
Wird in der Sonographie eine unklare hepatische Raumforderung ausgemacht, so gilt 




Wiederholung US in 4 Monaten
stabiler Befund Veränderung
in 1 Bildgebungsverfahren arterielle 









BiopsieUnklarer Befund: Rebiopsie erwägen
Benignität
 
Abbildung 2: Diagnostischer Algorithmus bei Verdacht auf HCC gemäß den Clinical Practice Guidelines zum 
Management des HCC der EASL [23]; US (Ultraschall); CT (Computertomographie); KM (Kontrastmittel); MRT 
(Magnetresonanztomographie)  
 
Histopathologische Studien ergaben, dass die Mehrzahl der Knoten unter 1 cm bei 
vorliegender Leberzirrhose nicht als maligne zu werten sind [25]. Nichtsdestotrotz ist 
in diesen Fällen mindestens im ersten Jahr nach der Entdeckung eine engmaschigere 
Überwachung in Viermonatsabständen indiziert, um ein Größenwachstum, 
beziehungsweise eine maligne Transformation frühestmöglich zu erkennen. Alle 
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Raumforderungen, die größer als 1 cm sind, gelten als HCC‑verdächtig und bedürfen 
weiterer Abklärung. Mittel der Wahl ist hierbei der Nachweis einer 
Kontrastmittelaufnahme in der arteriellen und der Nachweis der 
Kontrastmittelauswaschung in der venösen Phase und der Spätphase im 
4‑Phasen‑CT und/oder dem Multiphasen-CT und/oder dem Gadoxetsäure-MRT oder 
im Falle einer zweiten Bildgebung in der KM-Sonographie. Vor allem bei kleinen 
Läsionen kann die Beurteilung radiologischer Kriterien schwierig sein, was die Biopsie 
als invasive Untersuchung in der Folge erforderlich machen kann. Ist auch diese nicht 
eindeutig, so soll alle 4 Monate eine Kontrollsonographie der Leber erfolgen. Im Falle, 
dass eine Veränderung der Raumforderung registriert wird, kann eine zweite Biopsie 
entnommen werden [23]. 
Auf die Diagnose eines HCC folgt im Staging die Bestimmung des Tumorstadiums. 
Diese ermöglicht das Abschätzen der Prognose und das Auswählen der dem 
Krankheitsstadium entsprechend adäquaten Therapie. Das von der EASL akkreditierte 
Staging‑System ist die Barcelona Clinic Liver‑Cancer-(BCLC)‑Klassifikation [23] 
(Abbildung 3). 
Endstadium D  







Sehr frühes Stadium 0  
Singuläre RF < 2 cm 








Portale Invasion, N1, M1 













1 HCC o. 2-3 RF  < 3 cm 






Abbildung 3: Staging und stadiengerechte Therapie des HCC nach den Leitlinien der EASL gemäß 
BCLC‑Klassifikation [23]; PS (Performance Status); RF (Raumforderung(en)); LTX (Lebertransplantation). 
Erhaltene Leberfunktion bedeutet hier das Vorliegen von Child-Pugh Stadium A ohne Aszites [23].  
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1.1.5 Therapie und Prognose 
Bei den therapeutischen Maßnahmen unterscheidet man je nach Zielsetzung kurative, 
palliative und symptomatische Ansätze, denen die Patienten nach BCLC‑Stadium 
zugeteilt werden (Abbildung 3). 
Zu den potenziell kurativen Ansätzen zählen Resektion, Transplantation, 
Radiofrequenzablation, perkutane Ethanolinjektion und neuere lokale 
Ablationsverfahren [23]. Therapie erster Wahl bei Patienten mit solitären Tumoren und 
sehr guter Leberfunktion ist die Resektion. Bei HCC, die beim Vorliegen 
eingeschränkter Leberfunktion die Milan‑Kriterien (1 RF ≤ 5 cm, bis zu 3 RF ≤ 3cm  
[26]) erfüllen und keine makroskopische Gefäßinvasion, extrahepatische 
Tumormanifestation, oder relevanten Begleiterkrankungen aufweisen [20,23], ist die 
Lebertransplantation (LTX) der therapeutische Goldstandard. Der große Nachteil der 
LTX ist der Mangel an Spenderlebern. Dieser führt zu langen Wartezeiten nach Listung 
und dadurch zur Tumorprogression, die in bis zu 30% der Fälle dazu führt, dass die 
Kriterien zur LTX nicht mehr erfüllt werden und der Patient von der Warteliste 
gestrichen wird [27].  
Unter Betrachtung dieses Aspekts gewinnen neoadjuvante, lokoregionäre 
Behandlungsmethoden, die die Tumorprogression während der Wartezeit minimieren 
sollen (Bridgingmaßnahmen), zunehmend an Bedeutung [28,29]. Zu diesen zählen die 
Radiofrequenzablation (RFA) und perkutane Ethanolinjektion (PEI). Die RFA und die 
PEI kommen auch im Downstaging und als potentiell kurative Maßnahmen beim 
chirurgisch nicht therapierbaren HCC im BCLC 0/A‑ Stadium zum Einsatz (Abbildung 
3). Die Funktionsweise der RFA beruht auf einer thermisch verursachten, die der PEI 
auf einer chemisch verursachten lokalen Nekrose des Tumorgewebes. Beide 
Maßnahmen versprechen in HCC vom BCLC 0‑Stadium < 2 cm in 90% der Fälle eine 
komplette Nekrose [23]. Im direkten Vergleich überzeugt die RFA jedoch durch eine 
höhere Überlebens‑ und geringere Rezidivrate. [30–33], weshalb sie der PEI 
vorzuziehen ist [20]. Die Mikrowellenablation (MWA), zeigte bis dato bei 
verbesserbarer Datenlage vielversprechende, mit der RFA vergleichbare Resultate. 
Mit Laserablation (LA) und Kryoablation (KA) existieren weitere thermische und mit 
irreversibler Elektroporation und hochintensiver fokussierter Ultraschall (HIFU)‑ 
Technik nicht‑thermische Verfahren, die bisher keinen Eingang in die Leitlinien 
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gefunden haben [23]. Diese Methoden wurden im Hinblick darauf entwickelt, dort zum 
Einsatz zu kommen, wo RFA und PEI an ihre Grenzen geraten, also beispielsweise 
bei HCC > 3cm und bei HCC in Gefäß‑ und Gallengangsnähe [34–37]. 
Neben den potenziell kurativen kommen palliative Verfahren zur Anwendung. Mit der 
Transarteriellen Chemoembolisation (TACE) und der Radioembolisation (RE) 
existieren zwei intraarterielle Verfahren. Für Patienten mit multinodulären, 
asymptomatischen HCC ohne vaskuläre Invasion und ohne Fernmetastasen (d.h. im 
BCLC‑B‑Stadium) gilt die TACE als Therapie der Wahl [23]. Die TACE schließt zwei 
therapeutische Ansätze ein. Tumorzellen sollen sowohl durch die Exposition 
gegenüber chemotherapeutischen Agenzien (Doxorubicin, Mitomycin C, Doxorubicin 
in Kombination mit Cisplatin), als auch anschließend durch die Embolisation 
versorgender Gefäße zerstört werden. Zur Embolisation werden Gelfoam, 
Polyvinyl‑Alkohol‑ oder Acryl‑Gelatine-Partikel eingebracht [38]. Bei der 
Radioembolisation werden radioaktive Substanzen in die Arteria hepatica eingebracht. 
Hierbei wird der Umstand genutzt, dass sich diese durch die Hypervaskularisierung 
des Tumors vorwiegend im Tumorareal anreichern, während die Strahlenbelastung im 
restlichen Parenchym deutlich geringer bleibt [39]. Sorafenib gilt als Erstlinien-
Goldstandard in der HCC-Systemtherapie, die im BCLC-C-Stadium Einsatz findet. 
Hinzu kommen Lenvatinib nach Erhalt der europäischen Zulassung als weiteres 
systemisches Erstlinientherapeutikum und Regorafenib als Zweitlinientherapeutikum 
[23,40,41]. Im BCLC‑D‑Stadium, dem Endstadium des HCC, und bei mangelndem 
Ansprechen auf Systemtherapeutika im BCLC‑C‑Stadium stellt „Best Supportive 
Care“, die rein symptomatische Therapie, die Option der Wahl dar. Im Endstadium, 
das durch deutlich eingeschränkte Leberfunktion (Child‑Pugh‑C) und deutlich 
reduzierten Allgemeinzustand definiert ist, beträgt das Überleben durchschnittlich 
weniger als 3 Monate [42]. 
Wenngleich sich die Prognose des HCC durch die genannten therapeutischen 
Maßnahmen entscheidend verbessert hat, so ist sie bei Erstdiagnose nach dem 
Auftreten klinischer Symptome mit einem 5‑Jahresüberleben von 0‑10% noch immer 
infaust [19]. Dies macht die Entwicklung neuer therapeutischer Ansätze unbedingt 
erforderlich. Dazu gilt es molekularbiologische Prozesse in der Hepatokarzinogenese 
zu verstehen und therapeutisch nutzbar zu machen [43,44].  
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1.2 Die p53‑Familie 
Die p53‑Familie besteht aus p53 sowie den strukturell zu p53 homologen Proteinen 
p63 und p73 und ist an der Regulation zahlreicher zellulärer Prozesse wie 
Zellzyklusarrest, Apoptose, Zelldifferenzierung und DNA-Reparatur beteiligt [45].  
 
1.2.1 Struktur der p53‑Familienmitglieder 
Die Mitglieder der p53‑Familie gehen auf ein gemeinsames Vorläufergen zurück. 
Phylogenetisch entstand zunächst p63, gefolgt von p73 und zuletzt p53. Das humane 
TP53‑Gen, das sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 befindet (17p13.1), 
umfasst annähernd 20 kb und setzt sich aus 11 Exons zusammen [46]. Es kodiert für 
das 1979 entdeckte 43,7 kDa schwere Protein p53 [47]. Die Kodierung der 1997 
entdeckten Proteine p63 und p73 erfolgt durch das p63‑Gen (3q28) und das p73‑Gen 
(1p36) [48–50]. 
Den Proteinen der p53‑Familie gemein ist der Aufbau aus einer N‑terminalen 
transkriptionsaktivierenden Domäne (TAD), einer prolinreichen Domäne (PRD), einer 
zentralen DNA‑bindenden Domäne (DBD) und einer Oligomerisierungsdomäne 
(OLD). In einigen p53‑Isoformen findet sich eine C‑terminale Basic Region (BR), 
wohingegen diverse p63‑ und p73‑Isoformen mit der transaktivierungsinhibierenden 
Domäne (TID) und der Sterile‑Alpha‑Motiv Domäne (SAMD) über andere C‑terminale 
Domänen verfügen [46].  
Bei den oben genannten Isoformen werden TA‑ und N‑Terminal trunkierte ΔN‑Formen 
unterschieden (Abbildung 4). Die TA‑Formen entstehen bei Transkription über 
stromaufwärts von Exon 1 gelegene Promotoren, N‑terminal trunkierte Isoformen 
entstehen durch Transkription über intronisch lokalisierte Promotoren, alternative 
Translationsinitiation und alternatives Splicing [51].  
Von p53 existieren drei N‑terminal trunkierte Isoformen: Die über den internalen 
Promotor 2 generierte Δ133p53‑Isoform  und die über alternierende 
Translationsinitiation und alternatives Splicing generierten Δ40p53‑ und 
Δ160p53‑Isoformen  [45,52,53].  
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Von p63 existiert eine über den internalen Promotor 3 transkribierte ΔN‑Form, von p73 
drei über Promotor 1 generierte (ΔEx2p73, ΔEx2/3p73 und ΔN’p73) und mit ΔNp73 
eine über Promotor 2 induzierte N‑terminal trunkierte Isoform. Über alternatives 
Splicing am C‑terminalen Ende können weitere Isoformen generiert werden, wonach 
aktuell drei p53‑ (α – γ), fünf p63‑ (α – ε), und sieben p73 Varianten (α– η) bekannt 

















Abbildung 4: Schematischer Überblick über genetische Struktur der p53‑Familienmitglieder, modifiziert nach 
Levine et al., 2011, Dötsch et al., 2010 und Marcel et al, 2010  [52,54,55]. Die N‑terminale transkriptionsaktivierende 
Domäne (TAD) besteht aus 2 Subdomänen und dient der Bindung von Regulatoren der transkriptionellen Aktivität. 
Über die prolinreiche Domäne (PRD) können prolinreiche Bereiche interagierender Proteine erkannt werden. Über 
die DNA‑bindende Domäne (DBD) erfolgt die Bindung an Konsensussequenzen von Zielgenen. Die 
Oligomerisierungsdomäne (OLD) dient der Zusammenlagerung von Mono‑ zu Oligomeren. Die Sterile‑Alpha‑Motiv 
Domäne (SAMD) ist ebenfalls für Protein‑Protein‑Interaktionen verantwortlich und die Basic Region (BR) ist in die 
Regulation der DNA‑Bindeaffinität involviert. Die transaktivierungsinhibierende Domäne, über die einige p63‑ und 
p73‑Proteine verfügen, kann an die TAD binden und so die transkriptionelle Aktivität beeinflussen [46]. In 
Prozentzahlen angegeben ist der Anteil homologer Aminosäuren von p53 und p63 bzw. p73 innerhalb von TAD, 
DBD und OLD. 
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1.2.2  Funktionelle Eigenschaften der p53‑Familie 
 p53 
p53 ist einer der potentesten bekannten Tumorsuppressoren. Dies lässt sich durch 
verschiedene Beispiele belegen: Es ist das wohl am häufigsten mutierte Gen in 
menschlichen Krebszellen [47]. Eine Keimbahnmutation des p53‑Gens als Ursache 
des Li‑Fraumeni‑Syndroms prädisponiert für das Auftreten multipler Malignome 
[56,57]. p53‑defiziente Mäuse weisen eine deutliche erhöhte Spontantumorrate auf 
[58]. 
Im physiologischen Zustand wird die intrazelluläre p53‑Konzentration und ‑Aktivität auf 
konstant niedrigem Niveau gehalten. Für die Aufrechterhaltung dieser Balance ist vor 
allem ein negativer Feedback‑Loop‑Mechanismus zwischen p53 und dem 
Onkoprotein MDM2 verantwortlich [47]. Die E3-Ubiquitinligase MDM2 hemmt p53 über 
direkte Bindung und führt zum proteosomalen Abbau von p53 [59]. p53 seinerseits 
reguliert die Transkription von MDM2 [60].  
p53 wird durch zellulären Stress (z.B. DNA‑Schädigung, Onkogenaktivierung) 
induziert  [61]. Über N‑terminale Phosphorylierung von p53 sowie verminderte 
Ubiquitinylierung durch MDM2 wird seine Halbwertszeit verlängert und es akkumuliert. 
Anschließende Modifikationen von p53 durch Acetyl‑ und Methyltransferasen führen 
zu einer weiteren Stabilisierung [62]. p53 rekrutiert Cofaktoren wie  
Histonacetyltransferasen und TATA‑Bindeprotein‑assoziierte Faktoren [63–66]. Das 
aktivierte Homotetramer bindet dann an spezifische p53 Response Elements innerhalb 
der Zielgen‑DNA und agiert in seiner Hauptwirkungsweise als sequenzspezifischer 
Transkriptionsfaktor [62]. 
Die erste Konsensussequenz für p53-Bindestellen wurde 1992 beschrieben und 
enthält die Basenfolge 5'‑RRRCWWGYYY‑3', wobei R für Purin, Y für Pyrimidin, W für 
Adenin oder Thymin, G für Guanin und C für Cytosin steht [67,68]. Die 
p53‑Bindestellen (BS) im Genom vieler Organismen setzen sich aus zwei dieser 
palindromischen Sequenzen, unterteilt durch einen 0‑21 Basenpaare langen Spacer, 
zusammen [62].  
Riley et al. formulierten Kriterien zur Definition eines Gens als Zielgen der p53-Familie. 
Darunter fallen der Nachweis der Regulation des Gens durch p53 auf mRNA- und 
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Proteinebene, das Vorhandensein eines p53 Response Elements in unmittelbarer 
Nähe oder innerhalb des Gens, die Veränderung der transkriptionellen Aktivität des 
Testgens durch Klonierung dieses Response Elements vor ein Testgen (z.B. 
Luciferase) und der Nachweis der direkten Bindung von p53 an das Response Element 
z.B. mittels Chromatinimmunopräzipitation (ChIP) [62]. 
Die Gene, die durch p53 reguliert werden, beeinflussen eine Vielzahl verschiedener 
Stoffwechselwege. Seiner Funktion als  „Wächter des Genoms“ kommt p53 vor allem 
über die Beteiligung an der Regulation von G2/M‑ und G1‑Zellzyklusarrest, 
DNA‑Reparatur, Apoptose und Seneszenz nach [47]. In Reaktion auf zellulären Stress 
induziert p53 über die transkriptionelle Aktivierung des 
Cyclin‑abhängigen‑Kinase‑(CDK)‑Inhibitors p21 Zellzyklusarrest in G1‑ und S‑Phase 
[69]. Seneszenz kann über die Transaktivierung von Pai‑1 vermittelt werden. In 
intrinsische und extrinsische Apoptosesignalwege greift p53 beispielsweise über die 
Regulation von PUMA, Bax, Bid, CD95, und TRAIL‑R2 ein [70]. 
p53 vermittelt auch transkriptionsunabhängige Effekte und kann beispielsweise mit 
Bcl‑XL and Bcl‑2 inhibitorische Komplexe bilden, die über Permeabilisierung der 
mitochondrialen Membran zur Cytochrom‑C Freisetzung führen [71,72] oder über 
direkte Protein‑Protein‑Interaktion proapoptotische Proteine wie Bax und Bak 
aktivieren [73,74].  
In den vergangenen Jahren wurden weitere Funktionen des „Master‑Regulators“ p53 
charakterisiert, darunter eine Beteiligung an der Regulation von Energiemetabolismus, 
Autophagie, Angiogenese, Immunantwort, maternaler Reproduktion, 
Zelldifferenzierung, Zellmigration und Zell‑Zell‑Kommunikation [45,75,76].  
 
 p63 und p73 
Auch TAp63 und TAp73 binden als homotetramerische Transkriptionsfaktoren an 
Response Elements und transaktivieren p53‑abhängige wie auch eigene Zielgene 
[45,51].  
TAp63 und TAp73 induzieren in Reaktion auf zellulären Stress  ebenfalls 
Zellzyklusarrest, Seneszenz und Apoptose [77–81]. Die N‑terminal trunkierten 
ΔN‑Formen agieren hingegen aufgrund der fehlenden TAD als funktionelle 
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Gegenspieler der aktiven p53‑Familienmitglieder [82–84]. Sie inhibieren jedoch nicht 
nur die Transkription TA‑abhängiger Gene, vielmehr können sie über die Nutzung 
zusätzlicher TADs auch eigene Zielgene transaktivieren [85–87].   
Wenngleich p63 und p73 überlappende Funktionalität mit p53 aufweisen, so besteht 
ihre Hauptfunktion im physiologischen Zustand des Organismus in der Regulation von 
Differenzierung und Entwicklung. Diese Erkenntnis konnte zunächst vor allem aus dem 
Phänotyp von p63‑ und p73‑Knockout‑Mäusen gewonnen werden [54]. Der letale 
Phänotyp p63‑defizienter Mäuse ist durch orofaziale Anomalien, fehlgebildete 
Gliedmaßen und Defekte von Haut und Hautanhangsgebilden gekennzeichnet [88,89]. 
Die Annahme, dass p63 in Entwicklung und Morphogenese von Epithelien von 
entscheidender Bedeutung ist, bestätigt sich in der Tatsache, dass 
Keimbahnmutationen von p63 im Menschen zur Entwicklung ektodermaler Dysplasien 
führen [54,90]. p73‑Knockout‑Mäuse weisen schwere neurologische und 
immunologische Defekte auf [91–94].  
 
 Interaktionen der p53‑Familie  
p53, p63 und p73 können nicht nur die Transkription von gemeinsamen und eigenen 
Zielgenen induzieren, sie regulieren auch ihre Transkription untereinander [51]. So 
induzieren beispielsweise p53 und p73 über Bindung intraintronisch gelegenen 
Promotor die Transkription von ΔNp73 [95]; ΔNp73 reguliert als kompetitiver Inhibitor 
deren Funktionen und induziert die Transkription von ΔNp63 [96]. Die 
dominant‑negativen Isoformen ΔNp63 und ΔNp73 wiederum können TA‑Funktionen 
über die Blockierung von Bindestellen und die Bildung inaktiver Heterokomplexe 
inhibieren. Die entstehende Rückkopplungsschleife dient dem Erhalt eines 
Gleichgewichts aus pro‑ und antiapoptotischen Signalen im physiologischen 
Zellzustand [51].  
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Dass p53, p63 und p73 in der Tumorsuppression interagieren, zeigt sich darin, dass 
p53 in Abwesenheit von p63 und p73 in Reaktion auf DNA‑Schäden keine Apoptose 
zu induzieren vermag [97]. In p53‑defizienten Mäusen können p63 und p73 hingegen 
apoptotische p53‑Funktionen übernehmen [98–100]. Es ist anzunehmen, dass dem 
Zusammenspiel der einzelnen p53‑Familienmitglieder eine bedeutende Rolle in der 
Entscheidung des Zellschicksals und der Entstehung von Tumoren zukommt [51,101] 



































Abbildung 5: Funktionsweise der p53-Familie als Tumorsuppressoren, modifiziert nach Stiewe et al., 2007  [102]. 
In Reaktion auf zelluläre Stresssignale (A) regulieren die miteinander interagierenden Mitglieder der p53 Familie 
(B) im Crosstalk mit anderen Signalwegen (nicht dargestellt) die Transkription von Zielgenen (C) [45] und induzieren 
so DNA‑Reparatur, Zellzyklusarrest, Seneszenz und Apoptose (D). Die Entscheidung des Zellschicksals scheint 
dabei proportional zu Amplitude, Dauer und Charakter des auslösenden Stresssignals [47]. Reversibilität und 
zelluläre Funktionsfähigkeit verhalten sich dabei gegenläufig, mit der Apoptose als ultimativ irreversibler Reaktion 
auf zelluläre Schädigung [103]. Die p53‑Familie hat auch in Differenzierung, Metabolismus, Immunsystem etc. 
regulatorische Funktion, diese ist hier aus Übersichtsgründen nicht dargestellt.  
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1.2.3 p53‑Familie und Karzinogenese 
Es ist bekannt, dass p53 in mehr als der Hälfte aller Tumoren mutiert und in der 
überwiegenden Mehrheit der verbleibenden Tumoren funktionell inaktiviert ist [104]. 
Missense‑Mutationen v.a. im Bereich der DBD resultieren in einer reduzierten 
DNA‑Bindekapazität und damit einem Funktionsverlust von p53 [105]. Neben 
Loss‑of‑Function Mutationen sind auch Gain‑of‑Function Mutationen beschrieben 
[106–108].  Zum onkogenen Potenzial von mutiertem p53 (mutp53) tragen neben 
veränderter Funktionalität als Transkriptionsfaktor auch Protein‑Protein‑Interaktionen 
mit p63 und p73 bei, die zur konsekutiven Inaktivierung dieser Transkriptionsfaktoren 
führen [46]. Der mutp53‑Status korreliert mit Proliferationsaktivität, Invasivität, 
genomischer Instabilität, Chemoresistenz und Prognose maligner Tumoren [45,46]. 
p53‑Mutationen finden sich in mehr als 50% der Aflatoxin‑B1 induzierten, bis zu 45% 
der HBV‑assoziierten und 13% der HCV‑assoziierten HCC [109]. 
Die Rolle von p63 und p73 in der Tumorentstehung wird kontrovers diskutiert [46]. 
Mutationen von p63 und p73 finden sich nur in einem marginalen Prozentsatz der 
Malignome [45]. Ein heterozygotes Mutationsmuster von p53 und p63 bzw. p53 und 
p73 ist im Mausmodell mit einer deutlich erhöhten Tumorlast assoziiert [110]. Es gibt 
Tumorentitäten, in denen Überexpression oder Genamplifizierung und andere, in 
denen Herabregulation von p63 und/oder p73 detektiert wurde [45,46,111]. Die 
teilweise widersprüchlichen Befunde gründen auf der Diversität der Isoformen und der 
gewebsspezifischen Expressionsmuster und Funktionen selbiger [46].   
Im HCC tragen p53‑Mutation und ein verändertes TA/ΔN Verhältnis zu Gunsten 
antiapoptischer, N‑terminal trunkierter ΔNp63‑ und ΔNp73‑Isoformen zur Inhibierung 
apoptotischer Prozesse und zur Entwicklung von Therapieresistenz bei [98,103,112–
116].  
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1.3 Das Insulin‑like Growth Factor (IGF) ‑System 
Das IGF‑System ist von essentieller Bedeutung in der Regulation von Metabolismus, 
Proliferation, Differenzierung und Apoptose [117]. Es setzt sich aus drei Liganden 
(Insulin, IGFI, IGFII), drei Rezeptoren (IGFI-Rezeptor=IGFIR, IGFIIR, Insulinrezeptor), 
mindestens sechs IGF‑Bindeproteinen (IGFBP1‑6), IGFBP‑Proteasen und 
IGFBP‑assoziierten Proteinen (IGFBP‑rP1‑10) zusammen [118] (Abbildung 6).  
 
1.3.1 Liganden 
Die beiden Liganden IGFI und IGFII stimmen in 62% ihrer Aminosäuresequenz überein 
und weisen 50%ige Homologie mit Insulin auf [119,120]. IGFI ist der Hauptmediator 
von Wachstumshormon (GH) im embryonalen und postnatalen Wachstum [121]. Der 
Großteil des zirkulierenden IGFI wird in der Leber produziert [122]. Auch IGFII wird 
überwiegend hepatisch produziert, die Regulation der IGFII‑Transkription ist 
GH‑unabhängig [123,124].  
 
1.3.2 Rezeptoren 
Die drei Rezeptoren sind nach dem Liganden mit der jeweils höchsten 
Bindungsaffinität benannt [125]. Mit vergleichsweise niedrigerer Affinität assoziieren 
die Rezeptoren auch mit den übrigen Liganden [126]. Die intrazellulären IGFI und 
IGFII‑Effekte sind überwiegend IGFIR vermittelt; Insulin agiert vor allem über den IR 
[127]. IGFIR und IR gehen auf ein gemeinsames Vorläufergen zurück, sind strukturell 
homolog und aktivieren über ihre Tyrosinkinaseaktivität teils überschneidende 
Signalkaskaden, darunter den (PI3K)‑AKT‑mTOR‑Signalweg und den 
RAS‑RAF‑ERK‑Signalweg [118]. Die aktivierten Signalwege vermitteln 
Proteinsynthese, Differenzierung, Migration, Proliferation und Inhibition von Apoptose 
[128,129]. IR‑vermittelt steht die metabolische, IGFIR‑vermittelt die proliferative 
Komponente im Vordergrund [127]. Aufgrund der strukturellen Verwandtschaft von IR 
und IGFIR können auch IGFI/IR‑Hybridrezeptoren (HR) gebildet werden, die in ihrer 
Funktionalität eher IGFIR ähneln [130–132]. Bindung an den IGFIIR führt zur 
Internalisierung und anschließenden Degradierung des gebildeten Komplexes [133]. 
Dies dient der Regulation der Bioverfügbarkeit von IGFII [134]. 
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1.3.3 IGF‑Bindeproteine (IGFBP) 
Die Bioverfügbarkeit der IGF wird entscheidend über die sechs IGF‑Bindeproteine 
(IGFBP1‑6) reguliert. Diese werden ubiquitär exprimiert, der größte Anteil wird jedoch 
hepatisch produziert [124]. Die IGFBP weisen 36%ige Homologie auf und bestehen 
aus hochkonservierten N‑ und C‑terminalen cysteinreichen Regionen, die die Bindung 
von IGF vermitteln, und einer weitaus variableren Linker‑Region, die in die Vermittlung 
IGF‑unabhängiger Funktionen involviert ist [135,136]. Die IGFBP‑Transkription ist 
zellspezifisch und über Hormone und Wachstumsfaktoren reguliert. 
Posttranskriptionell ist der IGFBP‑Funktionsstatus durch Phosphorylierung, 
Glykosylierung und Proteolyse durch spezifische Proteasen beeinflusst [137,138].  
Eine der Hauptfunktionen der IGFBP besteht darin, ein Reservoir an zirkulierendem 
IGF zu schaffen [117]. 75% des zirkulierenden IGF liegen als ternäre Komplexe mit 
IGFBP‑3 oder IGFBP‑5 und Acidic Label Subunit (ALS) vor, die verbleibenden 25% 
bilden binäre Komplexe mit IGFBP‑1, ‑2 oder ‑4. Der Anteil an frei zirkulierendem IGF 
ist minimal [139–141]. Die Halbwertszeit der IGF wird durch IGFBP‑Bindung 
verlängert. Der binäre Komplex aus IGFBP‑3 und IGF hat beispielsweise eine 
Halbwertszeit von 30 min, Assoziation mit der ALS verlängert diese auf 15 h [142]. Die 
ternären Komplexe können das vaskuläre Endothel nicht passieren, so dass erst 
Proteolyse zur Entstehung endothelgängiger binärer Komplexe führt [117]. 
Auch auf zellulärer Ebene modulieren IGFBP IGF‑Wirkungen. Sie können die 
IGF‑Rezeptoraktivierung über Bindung von IGF und konsekutiv verminderte Affinität 
von IGF zum Rezeptor verhindern [135,143]. Sie können die Rezeptoraktivierung z.B. 
durch Bindung von IGFBP an Proteine der extrazellulären Matrix und konsekutive 
Schaffung eines lokalen IGF‑Reservoirs jedoch auch fördern [144]. Ein beschriebener 
Mechanismus zur Erhöhung der lokalen Konzentration bioaktiven IGF ist 
IGFBP‑Proteolyse durch Proteasen. IGFBP haben auf zellulärer Ebene auch 
IGF‑unabhängige Funktionen. Diese sind weniger verstanden und beruhen wohl auf 
der Interaktion der IGFBP mit Proteinen der extrazellulären Matrix wie auch ihrer 
Fähigkeit in den Nukleus zu translozieren [117]. IGFBP-2 wird ubiquitär exprimiert, es 
findet sich vor allem in Leber und Fettgewebe. Seine Rolle in der Karzinogenese ist 
gegenwärtig ungeklärt, die Datenlage widersprüchlich und daher Gegenstand vieler 
Diskussionen [145].  
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Abbildung 6: Das IGF‑System, modifiziert nach Russo et al., 2015 [141] und Enguita-German et al., 2014 [118].  
IGF‑Bindeproteine (A) regulieren die IGF‑Bioverfügbarkeit über Plasmatransport, Modulation der Halbwertszeit und 
Regulation der Interaktion von IGF und IGF‑Rezeptoren. IGFBP‑2, ‑5 und ‑6 haben höhere Affinität zu IGFII, 
während die anderen IGFBP IGFI und IGFII mit gleicher Affinität binden. IGFBP‑3 und ‑5 bilden ternäre Komplexe 
mit der ALS (Acidic Label Subunit). [141] Der aus zwei Homodimeren bestehende IGFIR bindet IGFI und IGFII mit 
hoher Affinität. Der IGFIIR als negativer Regulator führt zur IGFII‑Degradierung. Vom Insulinrezeptor (IR) existieren 
zwei Isoformen, die adulte IR‑B‑Isoform, die Insulin bindet und die fetale IR‑A‑Isoform, die neben Insulin IGFII 
binden und mitogene Signalwege induzieren kann (B,C). In D ist der IGFIR‑Signalweg schematisch dargestellt. 
Aktivierung des IGFIR führt hauptsächlich über den PI3K/AKT/mTOR und den RAF/MEK/ERK‑Signalweg zu 
Inhibition von Apoptose und zu Proliferation, Migration und Differenzierung [118]. 
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1.4 IGFBP-2 und IGFBP-4 sind Bestandteil einer prognostisch relevanten 
p53-Familien-Zielgensignatur im HCC 
 















Microarraybasierte Generierung von Genexpressionsprofilen 
der p53-Familie in Hep3B-Zellen
• Transfektion von Hep3B-Zellen mit
• cDNA-Hybridisierung auf Microarray-Chip und Auswertung mittels manuell 
gepaarter Analyse 
p53: 137 Zielgene p63: 116 Zielgene p73: 132 Zielgene
p53: 893 Zielgene p63: 731 Zielgene p73: 900 Zielgene
• Analyse mittels Kaplan-Meier-Methode
• SRP-Analyse basierend auf dem proportionalen Hazardmodell nach Cox
• Identifikation biologischer Funktionen und regulierter Stoffwechselwege in der 
IPA®-Software-Analyse 
• Definition zweier Subpopulationen A und B mittels nicht-überwachter 
hierarchischer Clusteranalyse und multidimensionaler Skalierung
• SRP- und Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse mit Log-Rank-Test
• Integration einzelner, jeweils mit dem Überleben assoziierter Gene mittels 
Überlebensanalyse-Algorithmus basierend auf dem univariaten proportionalen 
Hazardmodell nach Cox
• SRP- und Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse mit Log-Rank-Test
und
• sind Bestandteil der 78-Zielgensignatur
• sind Teil des Signalwegs „IGF-1-Signaltransduktion“, dem am signifikantesten mit 
der 78-Zielgensignatur assoziierten Signalweg in der IPA-Analyse (p=4,8x10-8)
• sind Bestandteil der 28-Zielgensignatur und daher singulär von prognostischer 
Relevanz im HCC
• sind potenzielle Zielgene der p53-Familie mit prognostischer Relevanz im HCC
Genexpressionsdatensets von  242 HCC-Patienten
• Reproduktion des Beweises der prognostischen 




Abbildung 7: Schematische Darstellung der zu Grunde liegenden Vorarbeiten [146,147]. IGFBP-2 und IGFBP-4 
sind potenzielle Zielgene der p53-Familie mit prognostischer Relevanz im HCC. 
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Ziel unserer Arbeitsgruppe ist es und war es in der Vergangenheit nähere Einblicke in 
die komplexen regulatorischen Mechanismen der p53-Familie im HCC zu ermöglichen.  
In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden daher mittels Microarray-Technik 
Zielgenexpressionsprofile der p53-Familie in Hep3B-Zellen erstellt.  
Dazu wurden Hep3B-Zellen mit adenoviralen Konstrukten transduziert. Diese 
CMV‑immediate early gene‑Promotor-Konstrukte kodierten für die einzelnen p53-
Familienmitglieder (vgl. Abbildung 7) und dienten somit der Überexpression der p53-
Familienmitglieder. p53-vermittelte Veränderungen der Genexpression wurden in 
Microarrays detektiert [147]. Diese basierten auf PCR-Produkten von 1066 
spezifischen DNA-Klonen von Genen, die in immunologische und apoptotischen 
Signalwege eingebunden sind [99,115].  
Die prognostische Relevanz der anschließend aus den in vitro Daten generierten 
Zielgensignaturen wurde mittels eines integrativen Ansatzes unter Einbezug eines 
externen humanen in vivo Expressionsdatensatzes von 139-HCC-Patienten 
nachgewiesen [148]. Neben Zielgensignaturen der einzelnen p53-Familienmitglieder 
im HCC wurden gemeinsame 78- und 28-Zielgensignaturen der p53-Familie im HCC 
identifiziert. Die prognostische Relevanz der 28-Zielgensignatur wurde in einem 
zweiten, unabhängigen Datensatz von 242-HCC-Patienten bestätigt [149].  
2017 wurde in Cell eine Genomanalyse von 363 HCC-Patienten veröffentlicht. In 
dieser zeigte TP53 sich mit 31% als das am häufigsten mutierte Gen [150]. Wir 
postulieren, in Anbetracht der von uns aus insgesamt 381 Patienten gewonnenen 
p53-Familien-Zielgensignaturen, dass vielmehr als das einzelne Gen der Status der 
gesamten p53-Familie prognostisch relevant ist.  
Bestandteil dieser gemeinsamen 78- und 28-Zielgensignaturen der p53-Familie sind 
IGFBP-2 und IGFBP-4. Wir zeigten bereits, dass der Signalweg „IGF-1-Transduktion“, 
zu dem beide Gene gehören, in der Ingenuity-Pathway-Analyse (IPA) die 
signifikanteste Assoziation mit der 78-Zielgensignatur aufwies (p=4,8x10-8). Auch 
gelang es in qPCR-Untersuchungen eine mit den Microarray-Daten kongruente 
Regulation auf transkriptioneller Ebene nachzuweisen [146], so dass wir davon 
ausgehen, dass es sich bei IGFBP-2 und IGFBP-4 um zwei potenzielle Zielgene der 
p53-Familie im HCC handelt, deren prognostische Relevanz wir bereits eindrücklich 
belegen konnten. 
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1.5 Zielsetzung der Arbeit 
In Anbetracht der noch immer häufig infausten Prognose von HCC‑Patienten (vgl. 
1.1.5) ist Folgendes ersichtlich: Die Zukunft der HCC‑Therapie liegt in der Definition 
distinkter HCC‑Subtypen und der konsekutiven Entwicklung individualisierter 
therapeutischer Ansätze. Ein besseres Verständnis der molekularen Grundlagen 
pathogenetischer Prozesse im HCC ist dabei obligat.  
Wie von unserer Arbeitsgruppe beschrieben, hat der Status der tumorsuppressiven 
p53‑Familie (vgl. 1.2) entscheidenden Einfluss auf Apoptose, Chemosensitivität und 
Prognose im HCC [98–100,115,116,151]. In einer vorhergehenden Arbeit unserer 
Arbeitsgruppe wurde über einen integrativen und komparativen Ansatz aus in vitro-
Microarray‑Daten und HCC-Datensets eine 28 Gene umfassende 
HCC‑Zielgensignatur für die p53-Familie definiert. Diese gemeinsame Gensignatur der 
p53-Familie vermag zwei heterogene HCC‑Kohorten unterschiedlicher Prognose zu 
distinguieren [147]. Für 7 dieser 28 Gene, unter diesen  IGFBP‑2 und ‑4, konnte im 
Rahmen einer weiteren Arbeit eine kongruente Regulation auf qPCR‑Ebene bestätigt 
werden [146].  
Der Einfluss der proliferationsvermittelnden IGF‑Achse, zu der IGFBP‑2 und IGFBP‑4 
gehören (vgl. 1.3), auf kanzerogene Prozesse im HCC ist ebenfalls eindrücklich belegt 
[118,124].  
Wir gehen davon aus, dass die Interaktion zwischen der p53‑Familie und den IGFBP 
das Gleichgewicht dieser beiden funktionell antagonistischen Signalwege nachhaltig 
beeinflusst. Die Modulation dieser Balance kann in der Zukunft neue therapeutische 
Optionen eröffnen.  
In der vorliegenden Arbeit sollten daher die Interaktionen der p53‑Familie mit IGFBP‑2 
und ‑4 im HCC näher charakterisiert werden. Weiterhin lag der Fokus auf der 
allgemeingültigen Definition von IGFBP‑2 und IGFBP‑4 als direkte Zielgene der 
p53‑Familie unter Zuhilfenahme der von Riley et al. aufgestellten Kriterien [62]. Zudem 
sollten die sich daraus ergebenden biologischen Implikationen im aktuellen 
wissenschaftlichen Kontext diskutiert werden.   
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Geräte 
Wasserbad GFL: Gesellschaft für Labortechnik 
mbh, Burgwedel, Deutschland 
Reinstwasseraufbereitungsanlage Milli‑Q 
Q‑POD 
Merck Millipore, Billerica, USA 
Nanophotometer IMPLEN Implen GmbH, München, 
Deutschland 
T3 Thermocycler Biometra GmbH, Göttingen, 
Deutschland 
Nanophotometer IMPLEN Implen GmbH, München, 
Deutschland 
EMax Plus Microplate Reader Molecular Devices, Sunnyvale, USA 
TriStar² LB 942 Multitechnologie 
Mikroplattenleser 
BERTHOLD TECHNOLOGIES GmbH 
& Co. KG, Bad Wildbad, Deutschland 
UV‑Transilluminator: Molecular Imager 
ChemiDoc XRS+ 
BioRad, Hercules, USA 
LightCycler 480 Roche, Basel, Schweiz 
Zellzähler Cellcounter TC 20 BioRad, Hercules, USA 
Mikroskop Olympus CK2 Olympus, Japan 
Magnetrührer, IKA RH basic 2 IKA‑Werke GmbH & Co. KG, Staufen, 
Deutschland 
Thermomixer comfort 5355 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
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Dry Block Heating Thermostat Bio 
TDB‑100 
BIOSAN, Riga, Lettland 
Analysenwaage Excellence XA105 
DualRange 
Mettler Toledo, Gießen, Deutschland 
Sterilbank HeraSafe Heraeus Holding GmbH, Hanau, 
Deutschland 
Sicherheitswerkbank LaminAIR HB2448 Heraeus Holding GmbH, Hanau, 
Deutschland 
PowerSupply E835 Consort, Turnhout, Belgien 
Elektrophorese‑System peQlab, Erlangen, Deutschland 
Gelkammer Multigel G44 Biometra GmbH, Göttingen, 
Deutschland 
TE77XP Semidry Blotter Hoefer Inc., San Francisco, USA 
Brutschrank, Forma Scientific CO2 
Inkubator 
Thermo Scientific, Waltham, USA 
Zentrifuge Biofuge pico Heraeus Holding GmbH, Hanau, 
Deutschland 
Tischzentrifuge MiniSpin plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Zentrifuge Megafuge 1.0 R Heraeus Sepatech GmbH, Osterode, 
Deutschland 
Tischzentrifuge Megafuge 16 R Heraeus Holding GmbH, Hanau, 
Deutschland 
Schüttelgerät Certomat R B. Braun Biotech International, 
Melsungen, Deutschland 
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2.1.2 Allgemeiner Laborbedarf  
1,5 ml Eppendorf Tubes Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
2,0 ml Safe‑Lock‑Eppendorf Tubes Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
14 ml Polypropylene Round‑Bottom 
Tube Falcon 
Corning Science Mexico S.A. de C.V., 
Tamaulipas, Mexiko 
50 ml Polypropylene Conical Tube 
Falcon 
Corning Science Mexico S.A. de C.V., 
Tamaulipas, Mexiko 
PCR‑Tubes 0,5 ml  Kisker Biotech GmbH, Steinfurt, 
Deutschland 
PCR‑Tubes 0,2 ml Kisker Biotech GmbH, Steinfurt, 
Deutschland 
Pipetten Eppendorf Research Plus Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Multipipette Multipette plus Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Pipetman Gilson, Middleton, USA 
Costar Stripette 5‑50ml Corning Inc., New York, USA 
Quali‑Filterpipettenspitzen, steril Kisker Biotech GmbH, Steinfurt, 
Deutschland 
Combitips plus / advanced Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Delta Disposable Cell Spreader Heathrow Scientific, Vernon Hills, USA 
Cell scraper 25 cm SARSTEDT Inc., Newton, USA 
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Zellkulturflaschen Corning 175 cm Cell 
Culture Flask 
Corning, Inc., Corning, USA 
Cell culture dish 100 mm x 20 mm Corning, Inc., Corning, USA 
96 Well cell culture Plate 3598 Corning Incorporated, Corning, USA 
96 Well Microplate 655074 Greiner Bio‑One, Frickenhausen, 
Deutschland 
LightCycler 480 Multiwell Plate 384, 
White 
Roche, Mannheim, Deutschland 
PVDF Transfer Membrane 0,45 µm Thermo Scientific, Rockford, USA 
Whatman TM Chromatography Paper 
3mm Chr 
GE Healthcare UK limited, 
Buckinghamshire, UK 
Gelloading Spitzen 0,17m Süd‑Laborbedarf GmbH, Gauting, 
Deutschland 
 
PBS: Dulbecco’s Phosphate Buffered 
Saline 
Sigma‑Aldrich, Saint Louis, USA 
cOmplete Tablets, Mini Roche, Mannheim, Deutschland 
PhosSTOP Roche, Mannheim, Deutschland 
RIPA Buffer Sigma‑Aldrich, Saint Louis, USA 
Ammoniumpersulfat Sigma‑Aldrich, Saint Louis, USA 
Temed zur Analyse Merck, Darmstadt, Deutschland 
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Roti®‑Stock 20 % SDS Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 
1‑Butanol ROTIPURAN® ≥99,5 %, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 
Milchpulver blotting grade Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 
PageRuler Plus Prestained Protein 
Ladder 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Re‑Blot Plus Strong Solution (10x)  Millipore, Temecula, USA 
Methanol zur Analyse EMSURE® 
ACS,ISO,Reag. Ph Eur 
Merck, Darmstadt, Deutschland 
Ethanol ROTIPURAN® ≥99,8 %, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 
2‑Propanol AnalaR NORMAPUR VWR International GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 
Trizma® hydrochloride Sigma‑Aldrich, Saint Louis, USA 
Salzsäure ROTIPURAN® ≥25 %, p.a., 
ISO 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 
TMB Liquid Substrate System for ELISA 
T0440  
Sigma‑Aldrich, Saint Louis, USA 
Schwefelsäure 98% zur Analyse 
EMSURE® 
Merck, Darmstadt, Deutschland 
Essigsäure (Eisessig) 100% wasserfrei 
zur Analyse EMSURE® ACS ISO,Reag. 
Ph Eur 
Merck, Darmstadt, Deutschland 
Bicinchoninic Acid Solution Sigma‑Aldrich, Saint Louis, USA 
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Copper(II) sulfate solution Sigma‑Aldrich, Saint Louis, USA 
Glycerol for analysis Merck, Darmstadt, Deutschland 
Tween 20 Sigma‑Aldrich, Saint Louis, USA 
DTT, DL‑Dithiothretiol Sigma‑Aldrich, Saint Louis, USA 
DMSO Dimethyl Sulfoxide, minimum 
99,5% GC 
Sigma‑Aldrich, Saint Louis, USA 
Luminol Sodium salt Sigma‑Aldrich, Saint Louis, USA 
p‑Coumaric acid Sigma‑Aldrich, Saint Louis, USA 
30% H2O2 Sigma‑Aldrich, Saint Louis, USA 
G1397 Gentamicin solution Sigma‑Aldrich, Saint Louis, USA 
A9518 Ampicillin sodium salt Sigma‑Aldrich, Saint Louis, USA 
LB‑Agar (Luria/Miller) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland, Deutschland 
LB‑Medium (Luria/Miller) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
DNA Gel Loading Dye (6X) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
1 kb DNA Ladder New England Biolabs, Ipswich, USA 
phiX174 DNA/BsuRI (HaeIII) Marker Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
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RedSafe™ Nucleic Acid Staining 
Solution 
iNtRON Biotechnology, Korea 
Acrylamid ultrapure Protogel National Diagnostics, Atlanta, USA 
StarPure Agarose Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland 
Lipofectamine LTX and Plus Reagent Invitrogen, Carslbad, USA 
TransFectin Lipid Reagent BioRad, Hercules, USA 
 
2.1.3 Antikörper und Primer 
 Primärantikörper 
Antikörper Laufweite [kDa] Verdünnung Hersteller 
Anti‑IGFBP-2 
(sc‑6001) 












77 1:500 Abcam, Cambridge, UK 
Anti‑TP73 
(TA300559) 
73 1:1000 Origene, Rockville, USA 
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 Sekundärantikörper 
Polyclonal Rabbit Anti‑Goat 
Immunoglobulins/HRP 
DakoCytomation, Groß Lindow, 
Deutschland 
Anti‑Mouse IgG–Peroxidase antibody 
produced in rabbit (A9044) 
Sigma Aldrich, Saint Louis, USA 
Anti‑Rabbit IgG–Peroxidase antibody 
produced in goat (A0545) 
Sigma Aldrich, Saint Louis, USA 
Monoclonal Anti‑ß‑Actin‑Peroxidase 
antibody 




hGAPDH‑for: 5’CGA CCA CTT TGT 
CAA GCT CA3‘ 
hGAPDH‑rev: 5’GGT GGT CCA GGG 
GTC TTA CT3‘ 
Metabion international AG, Planegg, 
Deutschland 
IGFBP-4‑Primer 
hIGFBP-4‑for: 5’ACA TCA TCC CCA 
TCC CCA AC3‘ 
HIGFBP-4‑rev: 5’GTC TTC CGG TCC 
ACA CAC C3‘ 
Metabion international AG, Planegg, 
Deutschland 
QuantiTect Primer Assay QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 
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2.1.4 Arbeitslösungen und Puffer 
10 x PBS 80 g NaCl  
80 g NaCl  
2 g KCl 
2 g KH2PO4 
14,24 g Na2HPO4 x 2H2O 
Ad 1 Liter Millipore 
10 x TBS pH 7,4 292,7 g NaCl 58,44 g/mol  
4,24 g Tris 121,14 g/mol 
26 g TrisHcl 157,6 g/mol 
Ad 1 Liter H2O Millipore 
50 x TAE Puffer 242 g TRIS (MW= 121,0 g/mol) 
100 ml EDTA 0,5 m pH8 
57,1 ml Essigsäure 
Ad 1 L Millipore H2O 
1M Tris pH 6,8 157,60 g Trizma® hydrochloride 
• Titration mit HCl auf pH 6,8 
1,5M Tris pH8,8 236,4 g Trizma® hydrochloride 
• Titration mit HCl auf pH 8,8 
10 x SDS Page Puffer pH 8,6 250 mM Tris 
2,5 M Glycin 
1% SDS 
2x Lämmli‑Puffer 2,5 ml 0,5 M Tris HCl 6,8 
2 ml 10% SDS 
0,2 ml 0,2M EDTA 
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3,1 ml H2O 
2 ml 100% Glycerin 
1 Spatelspitze Bromphenolblau 
Arbeitslösung Lämmli‑Puffer 1 ml 2x Lämmli‑Puffer + 20 µl 0,5 M DTT 
A‑Anodenpuffer pH 10,4 18,2 g Tris (ohne HCl) 
100 ml MeOH 
Ad 500 ml H2O 
B‑Anodenpuffer pH 10,4 1,5 g Tris (ohne HCl) 
100 ml MeOH 
Ad 500 ml H2O2  
C‑Kathodenpuffer 1.5 g Tris (ohne HCl) 
2,6 g η‑Aminocapronsäure 
100 ml MeOH 
Ad 500 ml H2O 
Elisa‑Waschpuffer 0,05% Tween 20 
PBST 
ECL‑Mix 2 ml von 250 mM Luminol in DMSO 
890 µl von 90 mM p‑Coumarinsäure in 
DMSO 
20 ml 1M Tris‑HCL pH 8,5 
Ad 200 ml H2O Millipore 
Arbeitslösung ECL‑Mix 5 ml ECL‑Mix + 1,52 µl H2O2 (30%) 
10x DNA‑Ladepuffer 50% Glycerin 
10 mM EDTA (pH 8) 
1 Spatelspitze Bromphenolblau 
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2.1.5 Kits und Enzyme  
ZR Plasmid Miniprep Kit‑Classic Zymo Research, Irvine, USA 
DNA Clean & ConcentratorTM‑5‑Kit Zymo Research, Irvine, USA 
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit Zymo Research, Irvine, USA 
QIAshredder (250) QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 
QIAfilterTM Plasmid Maxi Kit QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 
RNeasyR Mini Kit QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 
QIAGEN Plasmid Maxi Kit QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 
Quantitect Reverse Transcription Kit QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 
QuantiTect Primer Assay  QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 
QuantiFast SYBR Green PCR‑Kit QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 
IGFBP 2 DuoSet ELISA Development 
System DY804 
R&D Systems Europe, Abingdon, UK 
Arbeitslösung RIPA Buffer 10 ml RIPA Buffer 
1 cOmplete Tablette 
1 Mini PhosSTOP 
TE‑Puffer QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 
RLT Buffer QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland  
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IGFBP-4 DuoSet ELISA Development 
System DY804 
R&D Systems Europe, Abingdon, UK 
Human IGFBP‑4 ELISA Kit Cusabio Biotech CO. LTD., Wuhan, 
China 
Dual‑Luciferase® Reporter Assay 
System 
Promega, Fitchburg, USA 
Fast‑Link™ DNA Ligation Kits Epicentre, Madison, USA 
Enzyme  
• KPNI     (10.000U/ml) 
• NdeI      (10.000U/ml) 
• HindIII   (20.000U/ml) 
• EcoRV  (20.000U/ml) 
• DNA Polymerase I, Large 
(Klenow) Fragment 
• T4 Polynucleotid‑Kinase  
• BSA, Puffer-2, -3, -3.1 
• T4 Polynucleotide Kinase 
Reaction Buffer 
New England Biolabs, Ipswich, USA 
• Alkaline Phosphatase (1U/µl) Roche, Mannheim, Deutschland 
 
2.1.6 Bakterien  
One Shot® INV110 Chemically 
Competent E. coli 
Thermo Scientific, Waltham, USA 
One Shot® TOP10 Chemically 
Competent E. coli 
Thermo Scientific, Waltham, USA 
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2.1.7 Hep3B‑Zellkulturmedium 
M 4655 Minimum Essential Medium 
Eagle (MEM) (L‑Glutamin und NaHCO3 
bereits im Medium enhalten) + FCS 
(10%) 
Sigma Aldrich, Saint Louis, USA 
Opti‑MEM® I Reduced‑Serum Medium         Thermo Scientific, Waltham, USA 
 
2.1.8 Hep3B-Zelllinie 
Die Hep3B Zelllinie wurde 1976 aus bioptischem Material des HCC eines 8‑jährigen 
Jungen etabliert [152]. Sie ist p53‑negativ und p63‑ sowie p73‑positiv. Bis Februar 
2012 war die Zelllinie aufgrund der im Genom integrierten HBV‑DNA von der Zentralen 
Kommission für die Biologische Sicherheit der Sicherheitsstufe S2 zugeordnet. Nach 
einer Neubewertung des Gefahrenpotentials ist sie nun der Sicherheitsstufe S1 
zugeordnet, da zwar Teile eines viralen Genoms enthalten sind, jedoch keine 
infektiösen Viruspartikel abgegeben werden [153]. 
 
2.1.9 Transkriptionsfaktorplasmide und Adenovirale Konstrukte 
Zur Überexpression wurden einerseits Transkriptionsfaktorplasmide (pcDNA‑p53, 
pcDNA‑TAp63, pcDNA‑TAp73, pcDNA‑ΔNp63, pcDNA‑ΔNp73) und ein 
Kontroll-GFP-Vektor unserer Arbeitsgruppe eingesetzt [115]. 
Weiterhin kamen 6 verschiedene replikationsdefiziente, rekombinante adenovirale 
(rAd) Vektoren zum Einsatz. Diese wurden nach der von He et al. beschriebenen 
Methode kloniert [154]. Die Vektoren kodieren für mit grün fluoreszierendem Protein 
(GFP) gekoppelte humane p53‑Wildtyp‑DNA (rAd‑p53‑GFP), TAp63α‑DNA 
(rAd‑TAp63α‑GFP), TAp73β‑DNA (rAd‑TAp73β‑GFP), ΔNp63α‑DNA 
(rAd‑ΔNp63α‑GFP) und ΔNp73β‑DNA (rAd‑ΔNp73β‑GFP) oder für GFP alleine. Die 
GFP‑Transduktion diente zum Ausschluss von Transduktionsartefakten. Allen 
Konstrukten gemein ist der Cytomegalievirus (CMV)‑immediate early gene‑Promotor. 
  





Hep3B‑Zellen wurden in mit Zellkulturmedium (siehe 2.1.7) versetzten 
175 cm²‑Kulturflaschen im Inkubator (37 °C, 5% CO2) kultiviert. Da es sich bei der 
Hep3B‑Zelllinie um adhärente Zellen handelt, wurde unter sterilen Bedingungen alle 
drei bis vier Tage passagiert, um die Konfluenz der Zellen und die damit 
einhergehende Zellkontakthemmung zu verhindern. 
Dazu wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen abgesaugt, der Zellrasen mit 
10 ml 1x PBS gespült und dann für 30 sec 5 ml der 1:10 mit 1x PBS verdünnten 
Trypsin‑EDTA‑Lösung aufgebracht. Die nun durch die Trypsinierung gelösten Zellen 
wurden in 5 ml Medium aufgenommen. Zum Erhalt der Zellkultur wurde dann je nach 
Zelldichte 1:3 oder 1:5 gesplittet und die Suspension mit frischem Zellkulturmedium 
auf das Ursprungsvolumen gebracht. 
Anschließend wurden 20 µl der Suspension in eine Zählkammer gefüllt, die Zellzahl 
ermittelt und definierte Zellzahlen für die adenovirale Transduktion, bzw. für die 




 Adenovirale Transduktion 
24 h nach der Aussaat der Hep3B‑Zellen erfolgte die adenovirale Transduktion. Hierzu 
wurde der Zellkulturüberstand abgenommen und neues mit adenoviralen Konstrukten 
versetztes Medium zugegeben. Die Multiplizität der Infektion (= MOI), das heißt das 
Verhältnis von Viren zu Zellzahl betrug hierbei 10, da diese eine Infektionsrate von ca. 





24‑Well‑Platte 8,3x 104 1  
96‑Well‑Platte 7,5x 103 0,1  
Ø10 cm‑Schale 106 8  
Tabelle 1: Bedingungen der Zellaussaat in Abhängigkeit der Reaktionsgröße. 
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80‑90% ermöglichte. 4 h nach Transduktion wurde das Medium unter Zugabe von 50 
µg Gentamycin pro ml Medium erneut gewechselt. 
 Zellernte 
Je nach Fragestellung wurden die Zellen zu den Zeitpunkten 24 h, 48 h, 72 h, 96 h und 
120 h nach adenoviraler Transduktion geerntet. Im ersten Schritt wurden 
Zellkulturüberstand und die mittels Cell Scraper von der Oberfläche gelösten Zellen in 
50 ml Falcons pipettiert. Anschließend wurden die 50 ml Falcons 5 min bei 1200 Upm 
zentrifugiert. Der Überstand wurde in 1 ml Eppendorfgefäße aliquotiert, zum Schutz 
vor Proteolyse unmittelbar in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei ‑80 °C gelagert.  
Das Zellpellet wurde in 900 µl 1x PBS unsteril aufgenommen. Nun wurden 300 µl zur 
RNA‑Gewinnung und das verbleibende Volumen zur späteren Proteingewinnung in 1 
ml Eppendorfgefäße überführt. Diese wurden dann 5 min bei 3000 Upm zentrifugiert 
und der Überstand verworfen. Die Zellpellets wurden nun für die RNA‑Isolierung in 
300 µl RLT, für die Proteingewinnung in 150 µl RIPA gelöst. Letztere Proben wurden 
1 h auf Eis inkubiert, dann eine h bei 4°C und 12000 Upm zentrifugiert. Der Überstand 
wurde in 1 ml Eppendorfgefäße überführt und bei ‑20 °C gelagert. 
 
2.2.2 Genexpressionsnachweis 
Zunächst wurde ermittelt, inwieweit IGFBP-2 und IGFBP-4 auf Genebene durch die 
p53‑Familie reguliert werden. Hierzu wurde die Gesamt‑RNA extrahiert, in cDNA 




Die RNA‑Extraktion erfolgte unter Verwendung des RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach 
Angaben des Herstellers. Die RNA Konzentration (ng/µl) im Eluat wurde im 
Nanophotometer unter Verwendung der vom Hersteller Implen empfohlenen 
Standardeinstellungen ermittelt. Hierzu wurde 1 µl der jeweiligen Probe eingesetzt. Auf 
den DNase-Verdau im Rahmen der RNA‑Isolierung wurde verzichtet, da die 
cDNA‑Synthese unmittelbar im Anschluss durchgeführt wurde. 
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 cDNA‑Synthese 
Die cDNA‑Synthese fand unter Verwendung des QuantiTect Reverse Transcription Kit 
(Qiagen) nach Herstellerangaben statt. Aus den gemessenen RNA‑Konzentrationen 
wurde das Probenvolumen errechnet, das zum konstanten Einsatz von 1 µg RNA zur 
cDNA‑Synthese benötigt wurde. Im ersten Schritt wurde die genomische DNA 
eliminiert. Im zweiten Schritt erfolgte die eigentliche cDNA Synthese. Die Proben 
wurden bis zur Weiterverwendung unverdünnt bei ‑20 °C gelagert. 
 
 Quantitative real‑time PCR (qPCR) 
Vor der ersten Verwendung wurde die zuvor synthetisierte cDNA durch Zugabe von 
40 µl sterilem RNase‑freiem Wasser 1:3 verdünnt. Zur qPCR wurde das QuantiTect 
SYBR Green PCR Kit verwendet. Die Proben wurden in eine weiße 384-Well‑Platte 
pipettiert.  
Zur Untersuchung der Expression von IGFBP-2 wurden Primer aus dem 
QuantiTect Primer Assay genutzt. Pro Well wurden 5 µl 2x QuantiTect SYBR Green 
PCR Master Mix, 3 µl RNase‑freies Wasser, 1 µl des jeweiligen Qiagen‑Primer‑Paars 
und 1 µl der jeweiligen Probe aufgetragen. Die Expression von IGFBP-4 wurde unter 
Verwendung von Primern der Firma Metabion (Sequenz, siehe 2.1.3) bestimmt. Pro 
Reaktion wurden 1 µl der Probe, 2 µl der 1:10 Verdünnung beider Primer, 2 µl RNase 
freies Wasser und 5 µl 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix eingesetzt. 
Tabelle 2 zeigt die auf die jeweiligen Primer optimierten PCR‑Bedingungen. Die 
Datenerhebung wurde mithilfe der LightCycler® 480 Software durchgeführt. 
Tabelle 2:  Versuchsbedingungen der qPCR. 
 
Reaktionsschritt Qiagen‑Primer (IGFBP-2)  Metabion‑Primer (IGFBP-4) 
 Zeit [sec] Temperatur [°C] Zeit [sec] Temperatur [°C] 
Denaturierung 15 95 10 95 
Annealing 30 65 10 64 
Extension 60 70 20 72 
Cooling  10 40 20 40 
Zyklen 50  50  
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Die qPCR diente dazu, eine Aussage darüber treffen zu können, ob IGFBP-2 bzw. 
IGFBP-4 nach Überexpression des jeweiligen Transkriptionsfaktors verändert 
exprimiert wird. Die relative IGFBP-2‑ bzw. IGFBP-4‑Expression wurde mittels 
Delta‑Delta‑Ct‑Methode errechnet. Es wurden jeweils die Mittelwerte der Ct‑Werte der 
drei pipettierten Einzelwerte eingesetzt. Die Normalisierung der 
Expressionsergebnisse erfolgte anhand des Housekeeping‑Gens GAPDH. 
Anschließend wurde die relative Expression errechnet, indem die beiden Gruppen 
(Überexpression des Transkriptionsfaktors vs. GFP‑Kontrollgruppe) über die Formel 







MANOVA (multivariate analysis of variance) wurde als Prüfverfahren für statistische 
Signifikanz verwendet. Hierbei wurden die verschiedenen Zeitpunkte als 
Messwiederholungen (repeated measurements) integriert. Hierdurch wurde durch 
Testwiederholungen der alpha-Fehler vermieden und es musste keine Anpassung des 
Signifikanzniveaus unter 0,05 erfolgen. Es wurde das SAS Software System 
eingesetzt. 
2.2.3 Proteinnachweis 
Nach adenoviraler Transduktion von Hep3B‑Zellen wurden intrazelluläres IGFBP-2‑ 
bzw. IGFBP-4 im Western‑Blot detektiert. Extrazelluläre IGFBP-2-Konzentrationen 
wurden mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) bestimmt.  
 Bicinchoninsäure (BCA)-Assay 
Die Proteinkonzentrationen in den jeweiligen Proben wurden anhand eines BCA‑Tests 
in Doppelbestimmung ermittelt. Als Referenzwerte wurden 10 µl der Standards mit den 
Proteinkonzentrationen 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 und 125 ng/ml und 10 µl RIPA 
∆Ct= Ct (IGFBP-2/4) – Ct (GAPDH) 
 
∆∆Ct = ∆Ct (Überexpression p53/63/73) – ∆Ct (GFP) 
 
Ratio =2 ‑∆∆Ct 
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als Blank auf eine 96‑Well‑Platte aufgetragen. Im Weiteren wurden 10 µl der 1:5 
verdünnten Proben mit dem Protein des Zelllysats aufgetragen. Nun wurden pro Well 
200 µl der BCA‑Lösung zugegeben. Diese besteht aus einer 1:50 Verdünnung von 
Kupfer(II)‑Sulfat‑Lösung und Bicinchoninsäure‑Lösung. Nach 30 min Inkubation bei 
37 °C erfolgte die Messung bei 562 nm im ELISA‑Reader. Auf die Kontrolle der 
Linearität der Standardkurve und der Kongruenz der Doppelwerte erfolgte das 
Errechnen gleicher Mengen an Protein zur Gewährleistung einer quantitativen 
Vergleichbarkeit im Western‑Blot. 
 
 SDS‑Polyacrylamid‑Gelelektrophorese (SDS‑PAGE) 
Die SDS‑PAGE ist eine analytische Methode zur Auftrennung von Stoffgemischen 
nach Molekülgröße im elektrischen Feld [155]. 
Im ersten Schritt wurden 15%ige Acrylamidgele gegossen (Tabelle 3).  
Tabelle 3: Zusammensetzung der Acrylamidgele für die SDS‑PAGE. 
 
Die Trenngele wurden während der Polymerisation mit 750 µl n‑Buthanol 
überschichtet. Nach der Auspolymerisation erfolgten das Entfernen des n‑Butanols 
und die Zugabe des Sammelgels. Es wurden 12er‑Kämme verwendet.  
Pro Spur wurden 30 µg Protein aufgetragen. Die Proben wurden mit 2x Lämmli 
versetzt. Zur Denaturierung erfolgte das Aufkochen der Proben bei 95 °C für 8 min.  
Substanz Trenngel [ml] Sammelgel [ml] 
Millipore‑H2O 5,7  5,5  
30% Acrylamid‑Mix 12,5  1,3  
1,5M Tris (pH 8.8) 6,3  1,0  
10% SDS 0,25  0,08  
10% APS 0,25  0,08 
TEMED 0,01  0,008  
Gesamtvolumen 25  8 
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Nach Befüllung der Gelkammern mit SDS‑Page‑Puffer wurden die Gele eingesetzt. 
Als Größenmarker wurden 5 µl des Page Ruler Plus eingesetzt. Pro Gel betrug die 
Stromstärke während der Elektrophorese in den ersten 20 Minuten 25 mA, in den 
folgenden 40 min 40 mA pro Gel.  
 
 Western Blot 
Der Western Blot ist eine Methode zur Übertragung von Proteinen auf eine 
Trägermembran entsprechend dem Muster der elektrophoretischen Auftrennung. Die 
Proteine sind im Anschluss über Antikörperbindung der Detektion zugänglich [156]. 
Der Proteintransfer aus dem Gel auf die PVDF‑Membran fand bei einer Stromstärke 
von 80 mA pro Gel in einem Semidry‑System statt und dauerte 60 min. Es wurden 6 
Whatman‑Filterpapiere pro Gel benötigt, ein in Anodenpuffer A, darauffolgend zwei in 
Anodenpuffer B getränkte Filterpapiere. Auf diese folgte die in Methanol aktivierte 
Membran, der dann das Gel aufgelagert wurde. Zuoberst wurden drei in 
Kathodenpuffer C befeuchtete Filterpapiere geschichtet.  
Im Anschluss an den Proteintransfer wurden die Membranen zur Absättigung 
unspezifischer Bindestellen für 60 min in 5% Milchpulver inkubiert. Im Anschluss 
erfolgte über Nacht bei 4 °C die Inkubation mit dem in Milchpulver verdünnten 
Primärantikörper (siehe 2.1.3). 
Nach drei Waschschritten (je 10 min) mit TBST wurden die Membranen für 1 h in 
1:3000 mit Milchpulver verdünntem Sekundärantikörper inkubiert. Nach erneutem 
Waschen wurde die Arbeitslösung aus 10 ml ECL‑Mix und 3,05 µl 30% H2O2 auf die 
Membranen pipettiert. Anschließend erfolgten die Messung im UV‑Transilluminator 
und die Bearbeitung mittels Image Lab Software. 
Um das Aufbringen eines weiteren Antikörpers zu ermöglichen, wurden die 
Membranen 20 min in je 10 ml 1:10 verdünnter Reblot Plus Strong zur Lösung des 
gebundenen Antikörpers geschwenkt und unspezifische Bindestellen erneut mit 
Milchpulver blockiert. 
Zur Ladekontrolle wurde abschließend mit einem direkt gekoppelten 
β‑Actin‑Antikörper inkubiert. 
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 Enzyme‑linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Beim ELISA handelt es sich um ein antikörperbasiertes Nachweisverfahren. Die 
Detektion des Antigens erfolgt über eine enzymatische Farbreaktion. Die 
Antigenkonzentration im Untersuchungsmaterial wird über die Erstellung einer 
Standardkurve ermittelt. Diese entsteht durch das Auftragen von Lösungen definierter 











Abbildung 8: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines Sandwich‑ELISA.  
 
Die IGFBP-2‑Konzentrationen im Zellkulturüberstand wurden mittels IGFBP-2 DuoSet, 
die IGFBP-4‑Konzentrationen mittels IGFBP‑4 DuoSet ermittelt.  
Der IGFBP-2‑ELISA wurde nach Anleitung des Herstellers mit den 
Zellkulturüberständen durchgeführt. Diese wurden 1:1 mit dem nach Kitanleitung 
hergestelltem Reagent Diluent verdünnt. Abweichungen vom Herstellerprotokoll 
bestanden in der Verwendung von TMB Liquid Substrate System for ELISA 
(Sigma‑Aldrich) als Substratlösung und 1M H2SO4 als Stopplösung.  
Der IGFBP-4‑ELISA wurde modifiziert. Bei niedrigen Proteinkonzentrationen in den 
untersuchten Proben und hohen Absorptionswerten unter Verwendung des 
Reagent Diluent wurden die Standards in MEM gelöst. Auf Verwendung des höchsten 
Herstellerstandards (32.000 pg/ml) wurde verzichtet und dafür mit 250 pg/ml und 125 
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pg/ml zwei niedrigere hinzugefügt. Als Nullstandard wurde MEM eingesetzt. Die 
Zellkulturüberstände wurden unverdünnt aufgetragen. 
Die Messung der ELISAs erfolgte im EMax Plus Microplate Reader durch Subtraktion 
der bei 570 nm von den bei 450 nm gemessenen Werten. Die Standardkurve wurde 
unter Berechnung einer logistischen 4‑Parameter‑ (IGFBP-2) bzw. quadratischen 
Funktion (IGFBP-4) erstellt. 
2.2.4 Bindestellennachweis 
 Softwareanalyse 
Zur Ermittlung putativer Bindestellen der Transkriptionsfaktoren p53, p63 und p73 in 
den Promotoren, wie auch in Intron 1 und Intron 2 von IGFBP-2 und IGFBP-4 wurden 
verschiedene Software‑Programme herangezogen. Dabei wurden die 
vielversprechendsten Bindestellen über einen Abgleich der Kongruenz der Ergebnisse 
der verschiedenen Programme wie auch unter Beachtung der jeweiligen Einzelscores 
der Bindestellen ermittelt.  
Die höchste Priorität wurde der Transkriptionsfaktor (TF)‑Bindestellenanalyse mittels 
Transfac zugesprochen. Hier wurde der MATCH‑Algorithmus auf 21 bekannte, in der 
Transfac‑Matrix‑Sammlung gespeicherte, Positions‑Gewichts‑Matrizen der p53 
Familie angewandt und so mögliche Bindestellen identifiziert. 
Positions‑Gewichts‑Matrizen dienen als Modell für TF‑Bindestellen. Es gibt bestimmte 
Positionen in den Sequenzen von TF‑Bindestellen, die unveränderlich und für die 
Bindung unabdingbar sind, andere hingegen sind variabel, beeinflussen aber die 
Stärke der Bindung des TF. Eine übersichtliche Darstellung wird ermöglicht, indem die 
primär anhand von experimentell verifizierten Bindestellen erstellte Score‑Matrix in ein 
Sequenzlogo übersetzt wird. (Abbildung 9). Die Cut-Offs der Matrixübereinstimmung 
(Toleranzgrenzen) zur Minimierung Falschpositiver bzw. Falschnegativer wurden 
jeweils auf die Länge der analysierten Sequenz adaptiert.   
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Abbildung 9: P53‑Matrix V$P53_02, M00272 aus Transfac. 
Weiterhin wurden Jaspar 5.0_ALPHA‑, PROMO‑ und TF‑Bind‑ Analysen 
miteinbezogen. Auch in diesen wurde die Stringenz in Anpassung an die 
Sequenzlänge variiert (Tabelle 4). 
Die untersuchten Sequenzen wurden dem Ensembl-Genombrowser entnommen. 
Gen Abschnitt Jaspar 5.0_ALPHA PROMO TFBind Transfac 
IGFBP-2 Promotor Relative profile score 
threshold (p53) 70% 
Relative profile score 



















 Intron 2 - - - minFP 
cutoff 
IGFBP-4 Promotor Relative profile score 
threshold (p53) 70% 
Relative profile score 



















 Intron 2 - - - minFP 
cutoff 
Tabelle 4:  Bedingungen der Bindestellenanalyse in Abhängigkeit der Sequenzlängen. Oben angegeben sind die 
Namen der verwendeten Programme. Links angegeben ist die untersuchte Sequenz. 
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 Elution der Plasmidkonstrukte 
Von Sato et al. wurden freundlicherweise auf Filterpapier aufgebrachte Konstrukte mit 
den vollständigen Promotoren von IGFBP-2 und IGFBP-4 zur Verfügung gestellt [157]. 
Zunächst wurden diese eluiert. Das Filterpapier, auf dem die Plasmide aufgebracht 
waren, wurde in 1,5 ml Reaktionsgefäße eingebracht, mit 500 µl RNase‑freiem Wasser 
gewaschen und 3x 5 sec gevortext. Nun wurden die Filterpapiere in 0,5 ml 
Reaktiongefäße überführt, 30 µl RNase freies Wasser eingebracht und die Plasmide 
30 min bei 98 °C eluiert. Die Filterpapiere wurden verworfen und die eluierten Plasmide 
bei – 20 °C gelagert. 
 
 Transformation 
In 50 µl Portionen aliquotierte Top10-Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, 2 µl 
β-Mercaptoethanol und 1 µl der jeweiligen Plasmidlösung zugegeben. Nach 30 min 
Inkubation auf Eis erfolgte die 30 sec „Heat Shock“‑Inkubation bei 42 °C. Im Anschluss 
wurden die Ansätze wieder 2 min auf Eis inkubiert und 250 µl SOC‑Medium 
zugegeben. Nun wurden die Proben 1 h bei 37 °C geschüttelt, auf LB‑Amp.‑ Platten 
ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 
 
 Vorkulturen 
Am Folgetag wurde jeweils eine Kolonie gepickt und dann in ein mit 3 ml LB‑0‑Medium 
befülltes 14 ml‑Polypropylen‑Round‑Bottom‑Tube gegeben. Dieses wurde über Nacht 
bei 37 °C geschüttelt. 
 
 DNA-Isolation 
Die DNA‑Isolation aus 1,2 ml der jeweiligen Vorkulturen erfolgte unter Verwendung 
des ZR‑Plasmid‑Miniprep‑Classic Kits (Zymo Research). Die DNA‑Konzentrationen 
wurden im Nanophotometer (Implen) nach Herstellerangaben bestimmt. Die Isolation 
größerer DNA-Mengen erfolgte unter Verwendung des QIAGEN Plasmid Maxi Kit nach 
den Angaben der Hersteller. 
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 Sequenzierungen 
Die in den Minipreps gewonnene Plasmid‑DNA wurde zur Kontrolle ansequenziert. 
Sämtliche Sequenzierungen wurden bei der Firma Thermo Fisher Scientific GENEART 
GmbH in Auftrag gegeben. Der vorbereitete Sequenzierungsansatz aus 150‑300 µg 
DNA, 1 µl RV3‑Primer und RNAse‑freiem Wasser hatte ein Gesamtvolumen von 8 µl.  
 Kontrollverdau 
Es fand ein Kontrollverdau mit KpnI und HindIII statt, da die Promotoren unter 
Verwendung dieser beiden Schnittstellen in Japan inseriert wurden. Der 
Reaktionsansatz lässt sich Tabelle 5 entnehmen. 
Substanz  Menge [µl] 
Plasmid‑DNA 3,0 





Tabelle 5: Reaktionsansatz des KpnI‑HindIII‑Verdaus. 
 
Die oben beschriebenen Reaktionsansätze wurden 60 min bei 37 °C inkubiert. 
Anschließend wurden 5 µl 6x DNA‑Ladepuffer zugegeben. Zur Größenbestimmung 
wurden ein 1kb‑DNA‑Marker und phiX174 DNA/BsuRI (HaeIII) Marker eingesetzt. Die 
Elektrophorese im 1% igen Agarosegel fand bei 120 V statt. 
Nach dem gleichen Prinzip wurden im Rahmen der Klonierung (2.2.4.8) weitere 
Experimente durchgeführt. 
 
Material und Methoden                                                                                                                     49 
  
 Klonierung der Luciferasekonstrukte 
Ziel der Klonierung war es, die Intronanteile von IGFBP-2 bzw. IGFBP-4, in denen 
putative Bindestellen lokalisiert sind (siehe 3.3), im pGL4.10 Vektor hinter den 
jeweiligen Promotor zu setzen. 
Synthese der Inserts  
Die Sequenzen mit den putativen Bindestellen, flankiert von im Rahmen der 
Klonierung benötigten Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen, wurden in 
unserem Auftrag von der Firma GenScript USA Inc. syntethisiert und im Vektor pUC57 
geliefert. Abbildung 10 lassen sich die genauen Basenpaarsequenzen der 
synthetisierten Anteile von IGFBP-2 bzw. IGFBP-4 über die Angabe der Position der 
Basenpaare im Chromosom entnehmen.   
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Restriktion der Inserts 
Zunächst wurden diese Fragmente aus dem Vektor pUC57 isoliert. 3 µg DNA des 
jeweiligen Vektors wurden nach Protokoll von New England Biolabs mit dem im 
Rahmen der Klonierungsstrategie gewählten Restriktionsenzym verdaut. 
Anschließend wurden die Reaktionsansätze mit 6x Ladepuffer versetzt. Die 
Auftrennung der Fragmente nach Größe fand mittels Gelelektrophorese bei 100 V für 
30 min statt.  
Der pUC57 Vektor mit Insert c4 wurde zusätzlich mit dem Enzym AseI verdaut, da 
Insert und Vektor beinahe die gleiche Größe aufwiesen (2710 bp vs. 2813 bp). AseI 
verdaute ausschließlich den pUC‑Vektor und ermöglichte somit eine eindeutige 
Identifizierung des Inserts über die Laufweite in der Gelelektrophorese. 
Die gewünschten DNA‑Inserts, identifiziert durch die Laufweite der Banden unter 
UV‑Licht, wurden unter Verwendung des Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo 
Research) aus dem Agarosegel aufgereinigt. Die Phosphorylierung der Inserts fand 
unter Verwendung des Enzyms T4‑Polynucleotid‑Kinase (New England Biolabs) nach 
Herstellerangaben statt. Auf einen weiteren Aufreinigungsschritt mittels DNA Clean & 
ConcentratorTM‑5‑Kit (Zymo Research) folgte die Lagerung der Inserts bei 4 °C bis 
zur weiteren Verwendung im Rahmen der Ligation. 
EcoRV HindIIIc1 (IGFBP2 Intron 1.1)
216.635.826 – 216.638.346
EcoRV HindIIIc2 (IGFBP2 Intron 1.2)Nde1
216.658.926 – 216.659.730
EcoRV EcoRVc3 (IGFBP2 Intron 2)
216.660.787 – 216.661.857
HindIIIHindIII EcoRVEcoRV c5 (IGFBP4 Intron 2)
40.453.143 – 40.453.927
c4 (IGFBP4 Intron 1)Nde1 Nde1HindIIIEcoRV
40.446.330 – 40.449.125
 
Abbildung 10: Schemazeichnung der synthetisierten Inserts (pUC57 ist nicht dargestellt); Angabe der 
Basenpaarsequenz der Syntheseprodukte im Chromosom des jeweiligen Gens nach ensembl.org.  
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Restriktion der pGL4.10‑Promotorkonstrukte 
3 µg der pGL4.10‑Promotorkonstrukte wurden zur Öffnung des Plasmidrings ebenfalls 
einem Restriktionsverdau unterzogen. Die hierfür eingesetzten Restriktionsenzyme, je 
nach Insert, lassen sich Tabelle 6 entnehmen. Um eine Ligation der beiden Enden des 
pGL4.10‑Vektors zu verhindern, wurde über Zugabe von 1 µl des Enzyms Alkaline 






Im nächsten Schritt wurden nun die Intronanteile in das pGL4.10‑Promotorkonstrukt 
inseriert. 
Insert c2 und c5 und der jeweilige Vektor wiesen nach Restriktionsverdau identische 
Überhänge auf, so dass eine gerichtete Klonierung möglich war. 
Insert c3 hingegen wurde mittels EcoRV‑Verdau ausgeschnitten und enthielt folglich 
zwei stumpfe Enden. Der Zielvektor pGL4.10 wurde mit HindIII geöffnet. Um hier also 
die Ligation zu ermöglichen, mussten Blunt Ends im pGL4.10‑Vektor generiert werden. 
Dazu wurde die DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment nach Anleitung 
eingesetzt. Es folgte ein Aufreinigungsschritt unter Verwendung des DNA Clean & 
ConcentratorTM‑5‑Kits. 
Insert Schnittstellen im pUC57 bzw. 
Insert 
Schnittstellen im pGL4.10 
Vektor 
c1 EcoRV, HindIII HindIII 
c2 NdeI, HindIII NdeI, HindIII 
c3 EcoRV HindIII 
   
c4 NdeI NdeI 
c5 HindIII HindIII 
Tabelle 6: Schnittstellen der Restriktionsenzyme zur Klonierung der Luciferasekonstrukte 
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Insert und jeweiliges pGL4.10‑Promotorkonstrukt wurden nun unter Verwendung des 
Fast‑Link™ DNA Ligation Kits nach Herstellerprotokoll im T3‑Thermocycler ligiert. Es 
wurde ein molares Verhältnis von Insert zu pGL4.10‑Vektor von 2:1 für die Ligation 
kohäsiver Enden und ein Verhältnis von 5:1 bei Blunt‑Klonierung gewählt.  
Im Rahmen der Ligation des Konstrukts c1 kam es zu Abweichungen vom 
Herstellerprotokoll. Hier schloss sich an einen ersten Ligationsschritt der beiden durch 
HindIII‑Verdau entstandenen Sticky Ends ein Auffüllen des verbliebenen kohäsiven 
Endes im pGL4.10‑Promotorkonstrukt über DNA Polymerase I, Large (Klenow) 
Fragment, an, bevor der Plasmidring in einem zweiten Ligationsschritt der beiden 
verbleibenden Blunt Ends geschlossen wurde. 
Zur Transformation in INV110-Bakterien wurden 7 µl des Ligationsprodukts eingesetzt. 
Der Ansatz wurde auf LB‑Amp.‑Platten ausplattiert, Vorkulturen aus angewachsenen 
Klonen angesetzt und Mini‑Preps durchgeführt. Kontrollverdau‑Reaktionen und 
Sequenzierung dienten zur Bestätigung des Klonierungserfolgs. Anschließende 
Maxipreps dienten der Isolation größerer DNA-Mengen (siehe 2.2.4.3-2.2.4.7). 
 
 Luciferase‑Reportergenassay 
Reportergenassays ermöglichen es, den Einfluss eines Promotors oder 
transkriptionsregulierenden Elements auf die transkriptionelle Aktivität eines 
Reportergens in geeigneten Zellen zu untersuchen. Reportergene kodieren für 
Proteine wie die Luciferase, deren Menge beispielsweise über eine enzymatische 
Farbreaktion nachweisbar gemacht wird.  
Ziel der Luciferase‑Reportergenassays war es, die Regulation der transkriptionellen 
Aktivität von IGFBP-2 und IGFBP-4 durch die Transkriptionsfaktoren der p53‑Familie 
in Hep3B‑Zellen zu charakterisieren. Die Aktivität der Konstrukte wurde über die 
Expression der in pGL4.10‑Vektoren kodierten Firefly‑Luciferase ermittelt. Als interne 
Transfektionskontrolle kam ein Renilla‑Luciferase‑Konstrukt zum Einsatz. Die 
Transkriptionsfaktoren der p53‑Familie wurden über Plasmide überexprimiert. Zum 
Ausschluss von Transfektionsartefakten wurde ein GFP‑Plasmid eingesetzt.  
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Pro Well wurden auf einer 96‑Well‑Platte 7500 Hep‑3B‑Zellen ausgesät. Nach 24 h 
wurde das Medium gewechselt und durch MEM + 10% FCS ersetzt, welches 
Gentamycin in einer Konzentration von 50 µg/ml enthielt.  
Nun wurde ein Transfektionsansatz (Tabelle 7) in Opti‑MEM® I Reduced‑Serum 
Medium unter Verwendung des Lipofectamine® LTX & PLUS™ Reagent (Invitrogen) 
hergestellt und auf die Zellen gegeben.  
Transfektionsansatz/ Well  
Renilla 10,0 ng 





Lipofectamine® LTX 0,5 µl 
Plus™ Reagent 0,1 µl 
 
 
Nach 72 h wurde der Zellkulturüberstand abgesaugt und die Luciferaseassays wurden 
gemäß Herstelleranleitung unter Verwendung des Dual‑Luciferase® Reporter Assay 
(Promega) durchgeführt. Die Messung erfolgte im TriStar² LB 942 Multitechnologie 
Mikroplattenleser (Berthold), die Auswertung unter Verwendung des Programms ICE 
Software for Instrument Control & Evolution.  
Tabelle 7: Zusammensetzung des Ansatzes zur Transfektion der Hep3B‑Zellen 
für die Luciferase‑Reportergenassays.  
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3 Ergebnisse 
In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden über in vitro-Microarraydatenanalysen 
Zielgenexpressionsprofile der p53‑Familienmitglieder im HCC erstellt. Im Anschluss 
wurde eine 28 Gene umfassende HCC‑Signatur von prognostischer Relevanz 
definiert. Die inkludierten Gene sind jedes für sich mit dem Überleben assoziiert und 
durch p53, p63 und p73 reguliert [147]. Im Rahmen einer weiteren Arbeit konnte für 7 
dieser Gene auf qPCR-Ebene in Hep3B-Zellen eine zu den erhobenen in-vitro 
Microarraydaten und HCC-Datensets kongruente Regulation durch die p53-Familie 
nachgewiesen werden [146]. Mit IGFBP-2 und IGFBP-4 sollten im Rahmen dieser 
Arbeit 2 dieser 7 Gene näher auf ihre Regulation durch die p53-Familie im HCC 
untersucht werden.  
 
3.1 Die Überexpression der Mitglieder der p53-Familie führt zur 
vermehrten IGFBP-2- und IGFBP-4-Expression in Hep3B-Zellen 
In Hep3B‑Zellen wurden die einzelnen p53-Familienmitglieder mittels adenoviraler 
Transduktion überexprimiert. Anschließend wurden die relative IGFBP-2- und 
IGFBP-4-Expression im Zeitverlauf bestimmt (Methodik, siehe 2.2.2.3).  
 
3.1.1 Die IGFBP-2‑Expression steigt nach Überexpression von p53, TAp63, 
ΔNp63 und TAp73  
Die Überexpression eines jeden der p53-Familienmitglieder führte zu einem über alle 
Messzeitpunkte darstellbaren Anstieg der IGFBP-2-Expression in Hep3B-Zellen im 
Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abbildung 11). Am geringsten ausgeprägt war die 
Hochregulation nach Überexpression von ΔNp73 (1,38-fach nach 24 h, 1,48-fach nach 
48 h, 1,95-fach nach 72h). p53-Überexpression resultierte in einer um den Faktor 1,54 
nach 24 h, 3,13 nach 48 h und 9,52 nach 72 h erhöhten IGFBP-2-Expression. 72 h 
nach Überexpression von TAp63 und ΔNp63 wurde ein Anstieg der relativen 
IGFBP-2-Expression auf das mehr als 40-fache (TAp63 41,88, ΔNp63 43,74) 
gemessen. Den größten Einfluss auf die IGFBP-2-Expression hatte TAp73-
Überexpression mit einer Induktion der IGFBP-2-Expression auf das 9,58-fache nach 
24 h, 15,87-fache nach 48 h und 60,49-fache zum Zeitpunkt 72 h.  
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Abbildung 11: Relative IGFBP-2‑Expression in Hep3B‑Zellen nach Überexpression von p53, TAp63, TAp73, 
ΔNp63, ΔNp73 zu den Zeitpunkten 24 h, 48 h und 72 h nach adenoviraler Transduktion. Dargestellt ist der Mittelwert 
± SD, n=12 von vier unabhängigen Experimenten. Die Gruppen unterscheiden sich signifikant: p<0,0001, 
MANOVA, between-subject-effect von p53, p63, p73, ΔNp63 und ΔNp73. Die Zeitpunkte 24 h, 48 h und 72 h wurden 
als wiederholte Messungen berücksichtigt.  
 
3.1.2 Die IGFBP-4-Expression steigt nach Überexpression von TAp63, ΔNp63 
und TAp73  
In Abbildung 12 ist dargestellt, dass die IGFBP-4-mRNA-Level nach Überexpression 
von TAp73 am deutlichsten anstiegen (6,36-fach nach 24 h, 10,66-fach nach 48 h, 
18,95-fach nach 72 h). Weiterhin resultierte die Überexpression von TAp63 und ΔNp63 
in einer Hochregulation von IGFBP‑4. 72 h nach adenoviraler Transduktion mit ΔNp63 
stieg die IGFBP‑4-Expression um den Faktor 6,66. 72 h nach Transduktion mit TAp63 
war sie um den Faktor 3,03 erhöht. Auch die Überexpression von p53 und ΔNp73 
führte zu einer Hochregulation der IGFBP-4-Expression. Das Ausmaß der Induktion 
war jedoch mit einer maximalen Induktionsrate von 1,64 nach p53- und 1,67 nach 
ΔNp73-Überexpression gering, der Anstieg im Zeitverlauf flach und die relative 
Standardabweichung groß. Die IGFBP‑4-Expression wurde durch Überexpression der 
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Abbildung 12: Relative IGFBP-4‑Expression in Hep3B‑Zellen nach Überexpression von p53, TAp63, TAp73, 
ΔNp63, ΔNp73 zu den Zeitpunkten 24 h, 48 h und 72 h nach adenoviraler Transduktion. Dargestellt ist der Mittelwert 
± SD, n=12 von vier unabhängigen Experimenten. Die Gruppen unterscheiden sich signifikant: p<0,0001, 
MANOVA, between-subject-effect von p53, p63, p73, ΔNp63 und ΔNp73. Die Zeitpunkte 24 h, 48 h und 72 h wurden 
als wiederholte Messungen berücksichtigt. 
 
3.2 Die Überexpression der p53-Familie führt zu erhöhter IGFBP-2- und 
IGFBP-4-Proteinproduktion in Hep3B-Zellen 
3.2.1 Die intrazelluläre IGFBP-2- und IGFBP-4-Proteinproduktion steigt nach 
Überexpression der p53-Familie 
Intrazelluläres IGFBP-2 und IGFBP-4 wurden im Western Blot detektiert. Zur 
Bestätigung der Überexpression von p53, TAp63 und TAp73 wurden spezifische 
Antikörper eingesetzt.  
 Das intrazelluläre IGFBP-2-Level steigt nach Überexpression von ΔNp63 
und TAp73 
Im Lysat unbehandelter Hep3B‑Zellen, ebenso wie nach adenoviraler Transduktion mit 
einem ausschließlich für GFP kodierenden Vektor, konnte zu keinem Zeitpunkt 
IGFBP-2 detektiert werden. Bei bestätigter p53‑Überexpression wurde keine im 


































Ergebnisse                                                                                                                     57 
  
 
Abbildung 13: IGFBP-2‑Produktion in Hep3B‑Zellen nach p53‑Überexpression durch adenovirale Transduktion 
(rAd‑p53‑GFP).  Als Kontrolle dienten Hep3B-Zellen nach adenoviraler Transduktion ohne 
Transkriptionsfaktorüberexpression (rAd‑GFP). Die Überexpression wurde über Detektion von p53 bestätigt. Zur 
Ladekontrolle erfolgte der Nachweis von β‑Actin. Die Daten sind repräsentativ für 3 unabhängige Experimente.  
 
Im Zeitverlauf stieg die IGFBP-2‑Produktion nach Überexpression von ΔNp63, nicht 
jedoch nach Überexpression von TAp63 an (Abbildung 14).  
 
 
Abbildung 14: IGFBP-2‑Produktion in Hep3B‑Zellen nach p63‑Überexpression durch adenovirale Transduktion 
(rAd‑TAp63α‑GFP; rAd‑ΔN63α‑GFP).  Als Kontrolle dienten Hep3B-Zellen nach adenoviraler Transduktion ohne 
Transkriptionsfaktorüberexpression (rAd‑GFP). Die Überexpression wurde über Detektion von TAp63 bestätigt. Zur 
Ladekontrolle erfolgte der Nachweis von β‑Actin. Die Daten sind repräsentativ für 3 unabhängige Experimente.  
 
Wurde in Hep3B‑Zellen TAp73 überexprimiert, so stieg die IGFBP-2‑Proteinmenge im 
Zeitverlauf von 24 h bis 120 h nach adenoviraler Transduktion an (Abbildung 15).  
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Abbildung 15: IGFBP-2‑Produktion in Hep3B‑Zellen nach p73‑Überexpression durch adenovirale Transduktion 
(rAd‑TAp73β‑GFP; rAd‑ΔNp73β‑GFP). Als Kontrolle dienten Hep3B-Zellen nach adenoviraler Transduktion ohne 
Transkriptionsfaktorüberexpression (rAd‑GFP). Die Überexpression wurde über Detektion von TAp73 bestätigt. Zur 
Ladekontrolle erfolgte der Nachweis von β‑Actin. Die Daten sind repräsentativ für 3 unabhängige Experimente 
 
 Das intrazelluläre IGFBP-4-Level steigt nach Überexpression von p53, 
TAp63, ΔNp63 und ΔNp73 
IGFBP-4 konnte in Hep3B‑Zellen bereits nach adenoviraler Transduktion mit dem 
GFP‑Vektor detektiert werden und zeigte sich bei Überexpression von p53 stets 
gegenüber der GFP-Kontrolle erhöht (Abbildung 16). Im Lysat nativer Hep3B-Zellen 
war IGFBP-4 hingegen nicht nachweisbar (nicht dargestellt). 
 
Abbildung 16: IGFBP-4‑Produktion in Hep3B‑Zellen nach p53‑Überexpression durch adenovirale Transduktion 
(rAd‑p53‑GFP). Als Kontrolle dienten Hep3B-Zellen nach adenoviraler Transduktion ohne 
Transkriptionsfaktorüberexpression (rAd‑GFP). Die Überexpression wurde über Detektion von p53 bestätigt. Zur 
Ladekontrolle erfolgte der Nachweis von β‑Actin. Die Daten sind repräsentativ für 3 unabhängige Experimente.  
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Zu jedem gemessenen Zeitpunkt nach adenoviraler Transduktion mit 
rAd‑TAp63α‑GFP zeigte sich ein gegenüber der GFP‑Kontrolle erhöhtes IGFBP-4. Der 
Anstieg des IGFBP-4-Spiegels nach ΔNp63-Überexpression erfolgte im Vergleich 
verzögert und war erst nach 72 h nachweisbar (Abbildung 17).  
 
Abbildung 17: IGFBP-4‑Produktion in Hep3B‑Zellen nach p63‑Überexpression durch adenovirale Transduktion 
(rAd‑TAp63α‑GFP; rAd‑ΔNp63α‑GFP). Als Kontrolle dienten Hep3B-Zellen nach adenoviraler Transduktion ohne 
Transkriptionsfaktorüberexpression (rAd‑GFP). Die Überexpression wurde über Detektion von TAp63 bestätigt. Zur 
Ladekontrolle erfolgte der Nachweis von β‑Actin. Die Daten sind repräsentativ für 3 unabhängige Experimente. 
 
Nach p73‑Überexpression waren die intrazellulären IGFBP-4‑Proteinlevel reduziert. 
Nach ΔNp73‑Überexpression war die IGFBP-4‑Proteinmenge 48 h nach adenoviraler 
Transduktion im Vergleich zur Kontrolle unverändert und nahm im Zeitverlauf bis hin 
zu 120 h kontinuierlich zu.  
 
 
Abbildung 18: IGFBP-4‑Produktion in Hep3B‑Zellen nach p73‑Überexpression durch adenovirale Transduktion 
(rAd‑TAp73β‑GFP; rAd‑ΔNp73β‑GFP).  Als Kontrolle dienten Hep3B nach adenoviraler Transduktion ohne 
Transkriptionsfaktorüberexpression (rAd‑GFP). Die Überexpression wurde über Detektion von TAp73 bestätigt. Zur 
Ladekontrolle erfolgte der Nachweis von β‑Actin. Die Daten sind repräsentativ für 3 unabhängige Experimente. 
 
Ergebnisse                                                                                                                     60 
  
3.2.2 Die IGFBP-2- und IGFBP-4-Konzentrationen im Zellkulturüberstand 
steigen nach Überexpression von ΔNp63 und TAp73 
Die extrazellulären IGFBP-2‑ bzw. IGFBP-4‑Proteinkonzentrationen in den 
Zellkulturüberständen von Hep3B‑Zellen nach Überexpression der 
Transkriptionsfaktoren der p53‑Familie wurden im ELISA bestimmt.  
 
 Die Überexpression von ΔNp63 und TAp73 führt zum Anstieg der 
IGFBP-2-Konzentration im Zellkulturüberstand 
Im Zellkulturüberstand von Hep3B‑Zellen konnte ausschließlich nach TAp73‑ und 
ΔNp63‑Überexpression IGFBP-2 detektiert werden (Abbildung 19). Im Zeitverlauf von 
48 h bis 120 h nach adenoviraler Transduktion stieg die IGFBP-2-Konzentration im 




Abbildung 19: IGFBP-2‑Konzentration im Zellkulturüberstand 96 h nach adenoviraler Transduktion. Angegeben 
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 Die IGFBP-4-Konzentration im Zellkulturüberstand steigt nach 
TAp73-Überexpression  
Im Zellkulturüberstand TAp73‑überexprimierender Zellen war die 
IGFBP-4‑Konzentration im Vergleich zur GFP‑Kontrolle nach 72 h 2,14-fach und nach 
96 h 3,13-fach erhöht. In den anderen Proben konnte keine relevante Erhöhung der 
extrazellulären IGFBP-4‑Konzentration detektiert werden (Abbildung 20). 
 
 
Abbildung 20: Relative IGFBP-4‑Konzentration im Zellkulturüberstand 72 h bzw. 96 h nach Überexpression der 
TF der p53‑Familie. Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung. MW der IGFBP4-Konzentration zum 
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3.3 In der Bindestellenanalyse wurden putative p53- und 
TAp73-Bindestellen (BS) im IGFBP-2- und IGFBP-4-Gen identifiziert 
3.3.1 In Promotor, Intron 1 und Intron 2 von IGFBP-2 wurden putative BS der 
p53-Familie identifiziert 
Im Rahmen der Bindestellenanalyse wurden im Promotor von IGFBP-2 putative 
p53- und p73‑Bindestellen identifiziert. Interessant ist hier der Bereich von ‑113 bp bis 
‑75 bp vor Transkriptionsstart. Sowohl in der Transfac, als auch Jaspar 5.0_ALPHA‑, 
Promo‑ und TF‑Bind‑Analyse wurden hier p53-Bindestellen identifiziert. In diesem 38 
bp umfassenden Bereich wurden im Rahmen der Transfac-Analyse 2 putative 
p73‑Bindestellen und 8 teilweise überlappend gelegene putative p53‑Bindestellen mit 
5 unterschiedlichen Matrixmodellen ermittelt (Tabelle 8). 
 
Tabelle 8: Auszug aus den Ergebnissen der Transfac‑Bindestellenanalyse des Promotors von IGFBP-2 nach 
Abgleich mit Jaspar 5.0_ALPHA‑, Promo‑ und TF‑Bind‑Analyse.  In der Darstellung enthalten: Matrixmodell, 
Transkriptionsfaktor (TF), Position vor Transkriptionsstart in bp, Kern‑ und Matrixscore als Maß für die 
Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer Bindestelle sowie die Sequenz; Großbuchstaben entsprechen für die 
Bindung essenziellen Basen. Cut-Off-Einstellung in der Transfacanalyse: minSUM. 







V$P73_Q6 p73 ‑113 (+) 0.995 0.860 gagcgggCGTGCgcgcactc 
V$P53_Q3_01 p53 ‑112 (‑) 0.942 0.927 agcggGCGTGcgcgca 
V$P53_Q3 p53 ‑110 (‑) 0.963 0.953 cggGCGTGcgc 
V$P53_04 p53 ‑105 (‑) 0.953 0.790 gtgcgcgcactcACTTGccg 
V$P53_04 p53 ‑105 (+) 0.856 0.787 gtgCGCGCactcacttgccg 
V$TP53_03 p53 ‑103 (+) 0.869 0.747 gcgcgcactcACTTG 
V$P73_Q6 p73 ‑99 (+) 0.998 0.840 gcactcaCTTGCcggcgcga 
V$P53_04 p53 ‑95 (‑) 0.892 0.804 tcacttgccggcGCGAGgga 
V$P53_04 p53 ‑95 (+) 0.969 0.812 tcaCTTGCcggcgcgaggga 
V$TP53_03 p53 ‑92 (‑) 0.824 0.737 CTTGCcggcgcgagg 
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In Intron 1 von IGFBP-2, das 26591 Basenpaare umfasst, konnten mit sehr eng 
gesetzten Kriterien in der Transfac-Datenbankanalyse (Cut Off: minFP) 5 
p73‑Bindestellen identifiziert werden. Interessanterweise lagen zwei der putativen 
Bindestellen in räumlicher Nähe zueinander am 5`-Ende, die anderen drei gebündelt 
am 3`-Ende von Intron 1 (Tabelle 9).  
 







V$P73_Q6 P73 2216 (+) 0.905 0.912 ggtggggCCTGGcccagacg 
V$P73_Q6 P73 3380 (‑) 1.000 0.915 cctcggagGCAGGgcctctc 
V$P73_Q6 P73 25213 (‑) 0.995 0.932 tatgctggGCACGccttgac 
V$P73_Q6 P73 25452 (+) 1.000 0.938 gttgggaCCTGCaggagagc 
V$P73_Q6 P73 25626 (+) 0.995 0.939 ggctggaCGTGCctcagcca 
Tabelle 9: Ergebnisse der Transfac‑Bindestellenanalyse von p73 in Intron 1 von IGFBP-2. In der Darstellung 
enthalten: Matrixmodell, Transkriptionsfaktor (TF), Position ab Transkriptionsstart in bp, Kern‑ und Matrixscore als 
Maß für die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer Bindestelle sowie die Sequenz; Großbuchstaben entsprechen 
für die Bindung essenziellen Basen. Cut-Off-Einstellung in der Transfacanalyse: minFP. 
 
Die von allen Programmen identifizierten und vielversprechendsten p53‑ und p63‑ 
Bindestellen befanden sich an Position 4080 und 25559 von Intron 1 (Tabelle 10). 
 







V$P53_Q3_01 p53 4077 (‑) 1.000 0.978 gctggGCATGgtggag 
V$P53_04 p53 4080 (+) 0.970 0.909 gggCATGGtggagcatgcct 
V$P53_04 p53 4080 (‑) 1.000 0.899 gggcatggtggaGCATGcct 
V$P53_01 p53 4080 (+) 0.879 0.710 ggGCATGgtggagcatgcct 
V$P53_03 p53 4080 (+) 0.955 0.851 ggGCATGgtggagcatgcct 
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V$P53_03 p53 4080 (‑) 0.955 0.849 gggcatggtggagCATGCct 
V$P53_05 p53 4080 (‑) 0.630 0.793 gggcATGGTggagcatgcct 
V$TP53_03 p53 4083 (‑) 0.887 0.875 CATGGtggagcatgc 
V$P53_04 p53 25559 (‑) 0.966 0.917 gagcttgctgggGCTTGtct 
V$P53_04 p53 25559 (+) 0.969 0.916 gagCTTGCtggggcttgtct 
V$TP53_03 p53 25562 (‑) 0.824 0.846 CTTGCtggggcttgt 
V$P53_03 p53 25559 (+) 0.829 0.835 gaGCTTGctggggcttgtct 
V$P53_05 p53 25559 (+) 0.764 0.778 gagcttgctggGGCTTgtct 
V$P53_01 p53 25559 (+) 0.664 0.698 gaGCTTGctggggcttgtct 
V$P53DECAMER_Q2 p53  25569 (‑) 1.000 0.999 gggCTTGTct 
V$P53_Q3 p53 
 
25568 (‑) 0.993 0.992 gggGCTTGtct 
V$TP63_02 p63 4080 (‑) 1.000 0.959 ggGCATGgtggagcatgcct 
Tabelle 10: Auszug aus den Ergebnissen der Transfac‑Bindestellenanalyse von p53 und p63 in Intron 1 von 
IGFBP-2 nach Abgleich mit Jaspar 5.0_ALPHA‑, Promo‑ und TF‑Bind‑Analyse. In der Darstellung enthalten: 
Matrixmodell, Transkriptionsfaktor (TF), Position vor Transkriptionsstart in bp, Kern‑ und Matrixscore als Maß für 
die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer Bindestelle sowie die Sequenz; Großbuchstaben entsprechen für die 
Bindung essenziellen Basen. Cut-Off-Einstellung in der Transfacanalyse: minFP. 
 
In Intron 2 von IGFBP-2 wurde mit dem stringenten Suchprofil eine putative 
p53-Bindestelle identifiziert.  







V$P53_Q3_01 P53 1168 (+) 1.000 0.982 tgtgtaCATGCcctct 
V$P53_Q3 P53 1171 (+) 1.000 0.992 gtaCATGCcct 
Tabelle 11: Auszug aus den Ergebnissen der Transfac‑Bindestellenanalyse von p53 in Intron 2 von IGFBP-2 nach 
Abgleich mit Jaspar 5.0_ALPHA‑, Promo‑ und TF‑Bind‑Analyse. In der Darstellung enthalten: Matrixmodell, 
Transkriptionsfaktor (TF), Position vor Transkriptionsstart in bp, Kern‑ und Matrixscore als Maß für die 
Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer Bindestelle sowie die Sequenz; Großbuchstaben entsprechen für die 
Bindung essenziellen Basen. Cut-Off-Einstellung in der Transfacanalyse: minFP. 
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Es folgt eine Übersichtsdarstellung der Ergebnisse der Bindestellenanalyse und der 
konsekutiv für die Klonierung synthetisierten Abschnitte (c1-c3). 
IGFBP-2 (Chromosom 2: 216 633 395-216 664 436)  
Prom E 1 E 4I 3E 3E 2 I 2I 1
-522bp +1bp +571bp +27162bp +27392bp +28463bp +28604bp +30545bp +31042bp
= p53-BS = p63-BS = p73-BS
c 1 c 2 c 3
 
Abbildung 21: Schemazeichnung des IGFBP-2‑Gens mit putativen Bindestellen (BS) und Position der konsekutiv 
bestellten intronischen Sequenzen (c1-c3). Basenpaarangaben sind ensembl.org entnommen. E=Exon,I=Intron. 
 
3.3.2 In Promotor, Intron 1 und Intron 2 des IGFBP-4-Gens wurden putative p53- 
und TAp73-BS identifiziert 
Im Vergleich zu IGFBP-2 erwies sich die BS-Analyse im IGFBP-4-Gen als deutlich 
komplexer.  
Im IGFBP-4‑Promotor wurde eine putative p53‑BS identifiziert, die von allen 
Programmen übereinstimmend erkannt wurde (Tabelle 12). Die 
Transfac‑Suchkriterien wurden hier jedoch in Anbetracht der Sequenzlänge weniger 
stringent gewählt, d.h. die Cut-Off-Grenzen wurden so gesetzt, dass die Summe aus 
Falsch-Positiven und Falsch-Negativen minimiert wurde (Cut-Off: minSUM). Mit engen 
Kriterien (Cut-Off: minFP) fand sich in der Transfac‑Analyse eine putative 
p53‑Bindestelle. Diese wurde jedoch von keinem der anderen Programme identifiziert 
und weist eine kurze Sequenz auf, so dass sie weniger wahrscheinlich als Bindestelle 
gewertet wurde als erstere.  
Tabelle 12: Auszug aus den Ergebnissen der Transfac‑Bindestellenanalyse für p53 im Promotor von IGFBP-4 nach 
Abgleich mit Jaspar 5.0_ALPHA‑, Promo‑ und TF‑Bind‑Analyse. In der Darstellung enthalten: Matrixmodell, 
Transkriptionsfaktor, Position vor Transkriptionsstart in bp, Kern‑ und Matrixscore als Maß für die 
Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer Bindestelle sowie die Sequenz; Großbuchstaben entsprechen für die 
Bindung essenziellen Basen. Cut-Off-Einstellung in der Transfacanalyse: minSUM.. 







V$P53_05 p53 326 (+) 0.648 0.676 tacgttgcccaGACTGgtct 
V$TP53_03 p53 334 (‑) 0.623 0.737 CCAGActggtcttga 
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Mit den weniger stringenten Suchbedingungen (Cut-Off: minSUM), wurden im 
Promotor 4 putative p73-Bindestellen identifiziert (Tabelle 13).  
 





V$P73_Q6 P73 18 (+) 0.995 0.851 gtttcacCGTGCtagccagg 
V$P73_Q6 P73 623 (-) 0.878 0.874 gctcggcgGCACCtccctcc 
V$P73_Q6 P73 721 (+) 0.880 0.844 gggagagGTTGCaaggggca 
V$P73_Q6 P73 745 (+) 0.929 0.863 gcaagagCCTGTtaacgtct 
Tabelle 13: Auszug aus den Ergebnissen der Transfac‑Bindestellenanalyse für p73 im Promotor von IGFBP-4 nach 
Abgleich mit Jaspar 5.0_ALPHA‑, Promo‑ und TF‑Bind‑Analyse. In der Darstellung enthalten: Matrixmodell, 
Transkriptionsfaktor, Position vor Transkriptionsstaart in bp, Kern‑ und Matrixscore als Maß für die 
Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer Bindestelle sowie die Sequenz; Großbuchstaben entsprechen für die 
Bindung essenziellen Basen. Cut-Off-Einstellung in der Transfacanalyse: minSUM. 
Im Intron 1 von IGFBP-4 konnten mit eng gewählten Suchkriterien 2 putative 
p53‑Bindestellen identifiziert werden. Erstere wurde von Transfac mit zwei 
Matrixmodellen erkannt. Letztere hingegen wurde von Transfac mit vergleichsweise 
geringerer Übereinstimmung, jedoch auch von den drei weiteren verwendeten 
Programmen ermittelt. Es wurden weitere mögliche Bindestellen erkannt, fehlende 
Übereinstimmung zwischen den Programmen und geringere Übereinstimmungsraten 
mit den Matrixmodellen in Transfac erschwerten es hier, eine Aussage über die 
Wahrscheinlichkeit des tatsächlichen Vorliegens dieser Bindestellen zu treffen. 
Bindestellen für p73 konnten nicht identifiziert werden (Tabelle 14). 
Tabelle 14: Auszug aus den Ergebnissen der Transfac‑Bindestellenanalyse für p53 im Intron 1 von IGFBP-4 nach 
Abgleich mit Jaspar 5.0_ALPHA‑, Promo‑ und TF‑Bind‑Analyse. In der Darstellung enthalten: Matrixmodell, 
Transkriptionsfaktor, Position ab Transkriptionsstart in bp, Kern‑ und Matrixscore als Maß für die Wahrscheinlichkeit 
des Vorliegens einer Bindestelle sowie die Sequenz; Großbuchstaben entsprechen für die Bindung essenziellen 
Basen. Cut-Off-Einstellung in der Transfacanalyse: minFP. 







V$P53_Q3_01 p53 2386 (‑) 1.000 0.978 gctggGCATGgtggtg 
V$P53_04 p53 2389 (+) 0.970 0.876 gggCATGGtggtgcgtgcct 
V$P53_04 p53 4743 (‑) 0.904 0.883 cagcgtgccctgCCCTGgct 
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Auch in Intron 2 von IGFBP-4 wurde mit streng gewählten Kriterien eine 
p53‑Bindestelle gefunden.  
Tabelle 15: Auszug aus den Ergebnissen der Transfac‑Bindestellenanalyse für p53 im Intron 2 von IGFBP-4 nach 
Abgleich mit Jaspar 5.0_ALPHA‑, Promo‑ und TF‑Bind‑Analyse. In der Darstellung enthalten: Matrixmodell, 
Transkriptionsfaktor, Position ab Transkriptionsstart in bp, Kern‑ und Matrixscore als Maß für die Wahrscheinlichkeit 
des Vorliegens einer Bindestelle sowie die Sequenz; Großbuchstaben entsprechen für die Bindung essenziellen 
Basen. Cut-Off-Einstellung in der Transfacanalyse: minFP. 
 
Die in der Bindestellenanalyse vielversprechendsten IGFBP-4-Bindestellen fanden 
sich in Intron 1. Abbildung 22 zeigt eine schematische Übersicht des IGFBP-4-Gens. 
 
IGFBP-4 (Chromosom 17: 40 443 461-40 457 731) 










Abbildung 22: Schemazeichnung des IGFBP-4‑Gens mit putativen Bindestellen und Position der konsekutiv 
bestellten intronischen Sequenzen. Basenpaarangaben sind ensembl.org entnommen. E=Exon; I=Intron. 
  







V$P53_Q3_01 P53 45 (+) 1.000 0.986 cacacaCATGCcccct 
V$P53_Q3 P53 48 (+) 1.000 0.993 acaCATGCccc 
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3.4 Im Reportergenassay zeigt sich eine Hochregulation der 
transkriptionellen Aktivität von IGFBP-2 und IGFBP-4 durch p53 und 
TAp73  
Die Reportergenassays dienten dazu, den Einfluss der p53‑Familienmitglieder p53 
und TAp73 auf die transkriptionelle Aktivität von IGFBP-2 und IGFBP-4 in 
Hep3B‑Zellen zu untersuchen. Es wurden Konstrukte eingesetzt, die ausschließlich 
den Promotor von IGFBP-2 bzw. IGFBP-4 oder den Promotor inklusive putativ 
transkriptionsregulierender intronischer Anteile des jeweiligen Gens enthielten.  
 
3.4.1 Die transkriptionelle Aktivität von IGFBP-2 wird durch p53 und TAp73 
hochreguliert 
Der deutlichste Anstieg der transkriptionellen Aktivität nach p53- und 
TAp73-Überexpression konnte im Reportergenassay des c2 enthaltenden 
IGFBP-2-pGL4.10-Konstrukts detektiert werden. Bei den untersuchten intronischen 
Anteilen von IGFBP-2 befinden sich am 3'-Ende von Intron 1 die relevantesten p53 
und TAp73 Response Elements (Abbildung 23). 
 
IGFBP-2 (Chromosom 2: 216 633 395-216 664 436)  
Prom E 1 E 4I 3E 3E 2 I 2I 1
-522bp +1bp +571bp +27162bp +27392bp +28463bp +28604bp +30545bp +31042bp
= p53-BS = p63-BS = p73-BS
c 1 c 2 c 3
 
Abbildung 23: Relative Luciferaseaktivität der IGFBP-2-Konstrukte nach p53‑ und TAp73‑Überexpression in 
Hep3B-Zellen. Oben ist die Genstruktur schematisch dargestellt, c1-c3 entsprechen den Genabschnitten, die zur 
Klonierung der Konstrukte eingesetzt wurden. Unten ist die relative Luciferaseaktivität dargestellt. Angegeben sind 
jeweils Mittelwerte und Standardabweichung aus pro Konstrukt mindestens 3 unabhängigen Experimenten. 
Normalisiert wurde auf die GFP-Kontrolle. 
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Zunächst wurde die regulatorische Funktion von p53 und TAp73 im IGFBP-2-Promotor 
untersucht. p53 reduzierte die Aktivität des IGFBP-2‑Promotors um das 4-fache. Die 
Überexpression von p73 führte hingegen zu einer geringfügigen Steigerung der 
Luciferaseaktivität. 
Wurde dem Promotor Sequenz c1 nachgeschaltet, so führte die Überexpression von 
TAp73 zu einem Anstieg der Luciferaseaktivität auf das 2,44-fache der GFP-Kontrolle. 
Überexpression von p53 hatte hingegen keinen relevanten Effekt auf die relative 








































































Abbildung 24: Relative Luciferaseaktivität des IGFBP-2-Promotors (links) und des Konstrukts aus IGFBP-2-
Promotor und dem intronischen Anteil c1 (rechts) nach p53‑ und TAp73‑Überexpression in Hep3B-Zellen. 
Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung. Normalisiert wurde auf die GFP-Kontrolle. 
 
Der stärkste Effekt auf die Luciferase-Aktivität wurde mit dem c2 enthaltenden 
Konstrukt beobachtet. Dieses führte zu einer Induktion der Luciferaseaktivität auf das 
19,51-fache nach p53‑Überexpression und das 109,46-fache nach 
TAp73‑Überexpression (Abbildung 25). 
In der Kombination aus Promotor und c3 führte die Überexpression von TAp73 zu einer 
geringfügigen Steigerung der Luciferaseaktivität. Bei Überexpression von p53 war die 
transkriptionelle Aktivität ebenso wie bei alleinigem Vorliegen des Promotors reduziert. 
Hier wurde eine Reduktion um die Hälfte detektiert (Abbildung 25). 
 











































































Abbildung 25: Relative Luciferaseaktivität des Konstrukts aus IGFBP-2-Promotor + c2 (links) und des Konstrukts 
aus IGFBP-2-Promotor + c3 (rechts) nach p53‑ und TAp73‑Überexpression in Hep3B-Zellen.  Angegeben sind 
Mittelwerte + Standardabweichung. Normalisiert wurde auf die GFP-Kontrolle. n= entspricht der Anzahl biologischer 
Replikate. 
 
3.4.2 Die transkriptionelle Aktivität von IGFBP-4 wird durch p53 und TAp73 
reguliert 
Der regulatorische Effekt der p53-Familie auf die IGFBP-2-Expression in der qPCR 
war ausgeprägter als der auf die IGFBP-4-Expression (siehe 3.1). Der Fokus der 
Reportergenassays lag in der Konsequenz auf der Untersuchung des 
Regulationsstatus von IGFBP-2. Für IGFBP-4 wurden im Rahmen dieser Arbeit 
orientierende Experimente durchgeführt (Abbildung 26).  
Im Reportergenassay mit dem IGFBP‑4-Promotor-Konstrukt zeigte sich eine 
Reduktion der Luciferaseaktivität auf 37% nach p53-Überexpression und eine 
Induktion der Luciferaseaktivität um den Faktor 2,38 nach TAp73-Überexpression.  
Wurde dem Promoter c4 nachgeschaltet, so resultierte die p53-Überexpression in 
einer Reduktion auf 56% im Vergleich zur GFP-Kontrolle, die Überexpression von 
TAp73 in einem Anstieg auf das 3,91-fache der GFP-Kontrolle.  
Wurde c5 (d.h. die vollständige Sequenz von Intron 2 von IGFBP-4) hinter den 
Promotor kloniert, so hatte dies keine relevante Veränderung der Luciferaseaktivität 
im Vergleich zum IGFBP-4-Promotorkonstrukt zur Folge. p53-Überexpression führte 
zu einer Reduktion der Luciferaseaktivität auf 36% im Vergleich zur GFP-Kontrolle, 
TAp73-Überexpression führte zu einem Anstieg der transkriptionellen Aktivität auf das 
2,93-fache der GFP-Kontrolle.  
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Eine regulatorische Funktion von p53 und TAp73 konnte also über c4, nicht jedoch 
über c5 vermittelt gezeigt werden. 
 
IGFBP-4 (Chromosom 17: 40 443 461-40 457 731) = p53-Bindestelle
c4 c5






-1298bp +1bp +624bp +9524bp +9682bp +10467bp+10602bp +12988bp+14271bp
 
Abbildung 26: Übersichtsdarstellung der relativen Luciferaseaktivität der IGFBP-4-Konstrukte nach p53‑ und 
TAp73‑Überexpression in Hep3B-Zellen. Oben ist die Genstruktur schematisch dargestellt, c4 und c5 entsprechen 
den Genabschnitten, die zur Klonierung der Konstrukte eingesetzt wurden. Unten ist die relative Luciferaseaktivität 
dargestellt (von links nach rechts: Promotor alleine, Promotor + c4, Promotor + c5). Normalisiert wurde auf die GFP-
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4 Diskussion 
Das HCC ist eine Entität mit nach wie vor häufig später Diagnosestellung und 
konsekutiv infauster Prognose [158]. Die Entwicklung neuer therapeutischer Ansätze 
ist daher unbedingt anzustreben [159]. Llovet et al. postulieren, dass das 
unzureichende Verständnis pathogenetischer Prozesse die Entwicklung neuer 
therapeutischer Ansätze limitiert. Sie schlagen daher Studiendesigns vor, die zum Ziel 
haben sollen, Signalwege, die für den Fortbestand des Tumors essentiell sind, 
(Oncogenic Addiction Loops) zu detektieren [43]. Weiterhin sollen über  
biomarkerbasierte Charakterisierung von HCC-Subgruppen neue - spezifischer 
Therapie zugängige - HCC-Populationen identifiziert werden [43].  
p53 ist eines der am häufigsten mutierten Gene im hepatozellulären Karzinom [43]. 
Der entscheidende Einfluss des Status der tumorsuppressiven p53‑Familie auf 
Apoptose, Chemosensitivität und Prognose im HCC wurde von unserer Arbeitsgruppe 
bereits detailliert gezeigt  [98–100,115,116,151]. 
In der Konsequenz wurde in einer Vorarbeit unserer Arbeitsgruppe über die Erstellung 
von p53-Zielgenexpressionsprofilen eine 28 Gene umfassende Gensignatur im HCC 
identifiziert. Diese vermag zwei HCC-Subpopulationen unterschiedlicher Prognose zu 
distinguieren [147]. Sieben dieser 28 Gene, darunter IGFBP-2 und IGFBP-4 konnten 
in einer weiteren Folgearbeit zu einer gemeinsamen p53-Zielgensignatur 
zusammengefasst werden [146].  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelang es nun, über die detaillierte Untersuchung 
der Regulation von IGFBP-2 bzw. IGFBP-4 durch die p53-Familie in Hep3B-Zellen das 
Verständnis der HCC-Pathogenese nachhaltig zu erweitern. Weiterhin wurden letztere 
allgemeingültig als Zielgene der p53-Familie identifiziert und damit neue 
Verknüpfungen zwischen dem tumorsuppressiven p53-Familiennetzwerk und der 
proliferativen IGF-Achse charakterisiert.   
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4.1 Identifikation von IGFBP-2 als Zielgen der p53-Familie im HCC 
Diehl et al. zeigten, dass IGFBP-2-Überschuss im transgenen Mausmodell zu 
Wachstumsretardierung und zu reduzierter Progression kolorektaler Karzinome bei 
gleichbleibender Inzidenz im Vergleich zum Wildtyp-Mausmodell führt [160]. Eine 
andere Studie hingegen legt nahe, dass IGFBP-2 ein prognostischer und 
diagnostischer Biomarker bei Kolonkarzinom-Patienten ist und erhöhte IGFBP-2-
Konzentrationen im kolorektalen Karzinom mit einem erhöhten Mortalitätsrisiko 
vergesellschaftet sind [161]. Dies ist nur eines von vielen Beispielen für die 
kontroversen Diskussionen bezüglich des onkogenen, respektive tumorsuppressiven 
Potenzials von IGFBP-2. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde IGFBP-2 eindeutig als Zielgen der 
tumorsuppressiven p53-Familie definiert.  
Wie in 1.2.2 dargestellt, müssen zur Definition eines Gens als Zielgen der p53-Familie 
laut Riley et al. folgende Kriterien erfüllt sein [62]: 
1. Die Regulation des Gens durch p53 zeigt sich auf mRNA- und Proteinebene.  
2. In unmittelbarer Nähe oder innerhalb des Gens befindet sich ein p53 Response 
Element.  
3. Klonierung dieses Response Elements vor ein Testgen (z.B. Luciferase) führt 
zu einer messbaren Veränderung der transkriptionellen Aktivität des Testgens.  
4. Die direkte Bindung von p53 an das Response Element kann z.B. mittels 
Chromatinimmunopräzipitation (ChIP) nachgewiesen werden. 
Zunächst wurden daher die IGFBP-2-Expression und die IGFBP-2-Proteinproduktion 
nach Überexpression der p53-Familienmitglieder in Hep3B-Zellen untersucht. In 
nativen Hep3B-Zellen wie auch in der GFP-Kontrolle konnte kein IGFBP-2 
nachgewiesen werden (Abbildung 13). Das basale IGFBP-2-Level in Hep3B-Zellen 
befindet sich also auf konstant niedrigem Niveau.  
Auf Genebene zeigte sich eine Hochregulation von IGFBP-2 nach Überexpression von 
p53, TAp63, TAp73 und ΔNp63. Den stärksten regulatorischen Einfluss hatte dabei 
TAp73, gefolgt von ΔNp63 und TAp63 (Abbildung 11). Eine analoge 
IGFBP-2-Proteinproduktion in Hep3B-Zellen konnte jedoch nur nach TAp73- und 
ΔNp63-Überexpression, nicht hingegen nach Überexpression von p53 oder TAp63 
gezeigt werden (Abbildung 13, Abbildung 14, Abbildung 15).  
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Es ist anzunehmen, dass der fehlende Nachweis der IGFBP-2-Proteinproduktion nach 
p53-Überexpression den Sensitivitätsgrenzen der angewandten Methoden geschuldet 
ist. Da der regulatorische Einfluss von p53 auf Genebene deutlich geringer war als 
derjenige von z.B. TAp73 (Faktor 9,52 vs. Faktor 60,49), kann davon ausgegangen 
werden, dass sich die resultierende Proteinproduktion bei niedrigem basalem 
IGFBP-2-Level unterhalb der Nachweisgrenze im Western Blot bzw. ELISA bewegte.  
Mögliche Erklärungen für ein fehlendes Korrelat auf Proteinebene nach TAp63-
Überexpression und die Bedeutung von TA- und ΔN-p63 sind deutlich komplexer. Sie 
involvieren Regulationsmöglichkeiten in einer Vielzahl posttranskriptioneller und 
translationaler Prozesse [162]. Im Rahmen zukünftiger Projekte eröffnet sich die 
Möglichkeit zur eingehenden Untersuchung der kausalen Zusammenhänge. 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass TAp73-Überexpression den stärksten 
regulatorischen Einfluss auf IGFBP-2 hatte. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit 
basierenden Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, in denen TAp73 im Rahmen von 
Microarray-Analysen adenoviral transduzierter Hep3B-Zellen als potentester 
transkriptioneller Regulator identifiziert wurde [147]. Das onkogen agierende Protein 
ΔNp73, das mit TAp73 um die Bindung an p53-Bindestellen konkurriert, führte nicht 
zur Induktion von IGFBP-2 und agiert somit als funktioneller Gegenspieler (1.2.2). 
In Konsequenz dieser Ergebnisse lag der Fokus der Bindestellenanalyse wie auch 
anschließender Luciferaseassays auf der Untersuchung von TAp73. Da IGFBP-2 von 
Grimberg et al. in einem anderen Zelltyp bereits als p53-Zielgen identifiziert wurde 
[163], wurden diese Ergebnisse unabhängig in Hep3B-Zellen reproduziert. Dies diente 
zum einen als interne Qualitätskontrolle und ermöglichte zum anderen den direkten 
Vergleich der regulatorischen Potenz beider p53-Familienmitglieder.  
In der Bindestellenanalyse wurden putative p53 wie auch TAp73 Response Elements 
identifiziert (3.3.1). Die von uns identifizierten vielversprechendsten p53-Bindestellen 
an Position 4080 und 25559 des Introns 1 von IGFBP-2 wurden von Grimberg et al. 
ebenfalls als Bindestellen erkannt [163]. Interessant ist die neue Identifizierung 
putativer p73-Bindestellen in Intron 1. Bei einer Gesamtlänge von 26 591 bp befinden 
sich in einem 433 bp umfassenden Bereich in unmittelbarer Nähe der p53-Bindestelle 
an Position 25559 3 putative p73-Bindestellen. Im Luciferaseassay wurde für das 
diesen Bereich beinhaltende Konstrukt der ausgeprägteste Anstieg der 
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transkriptionellen Aktivität nach p53- und TAp73-Überexpression detektiert (Konstrukt 
c2, Abbildung 23). Hier bestätigen sich die Ergebnisse von Grimberg et al., dass diese 
p53-Bindestelle von funktioneller Relevanz ist. Weiterhin schließt sich die neue 
Erkenntnis an, dass TAp73 in der Regulation von IGFBP-2 von größerer biologischer 
Relevanz ist als p53. Da dem Zusammenspiel der einzelnen Mitglieder der p53-Familie 
eine entscheidende Rolle in der Entscheidung des Zellschicksals zukommt (1.2.2.3), 
stellt sich die Frage, inwieweit p53 und TAp73 in der Regulation von IGFBP-2 
interagieren. Die räumliche Nähe der p53-Bindestelle zu den putativen TAp73-
Bindestellen legt die Annahme interaktioneller Vorgänge nahe. 
Basierend auf diesen Ergebnissen, die IGFBP-2 eindeutig als Zielgen der p53-Familie 
identifizieren, wurden die p53- und TAp73-Bindung über Mutagenese essenzieller 
Basen (bzw. Deletion der in den Luciferaseassays transkriptionell relevanten 
Bindestellen) und ChIP in Folgearbeiten verifiziert.  
 
4.2 Identifikation von IGFBP-4 als Zielgen der p53-Familie im HCC 
IGFBP‑4, das kleinste der IGFBP, bindet mit vergleichbarer Affinität IGFI und IGFII 
[164] und wirkt durch Hemmung der Bindung der IGF an ihre Rezeptoren überwiegend 
als funktioneller Gegenspieler selbiger [165]. IGFBP‑4-Überschuss inhibiert die 
Zellproliferation und wirkt proapoptotisch [166]. Es ist genereller Konsens, dass 
IGFBP-4 Tumorentwicklung sowie Tumorprogression über die Sequestrierung von IGF 
inhibiert [167].  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der p53-Familie auf den IGFBP-4-Status 
in Hep3B-Zellen untersucht und IGFBP-4 in Anlehnung an die Riley-Kriterien als 
mögliches Zielgen der p53-Familie identifiziert.  
Eine Hochregulation der IGFBP-4-Expression nach p63-, TAp73- und 
ΔNp63-Überexpression zeigte sich analog zu IGFBP-2. ΔN-Formen können dominant 
negativ zu TA-Formen wirken [81], es wurde jedoch auch gezeigt, dass die ΔNp63α-
Isoform über eine alternative Transkriptionsaktivierungsdomäne TAp63-Zielgene zu 
aktivieren vermag [168]. Das gleichsinnige regulatorische Verhalten von TAp63 und 
ΔNp63 könnte sich so erklären. Weiterhin zeigte sich eine geringe Induktion der 
IGFBP-4-Expression durch p53 und ΔNp73 (Abbildung 12).  
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Auf Proteinebene konnte im Lysat nativer Hep3B-Zellen kein IGFBP-4 detektiert 
werden. In der GFP-Kontrolle jedoch zeigte sich eine IGFBP-4-Bande. Ramalingam et 
al. publizierten 1999, dass Transduktion von E1−-E4+-Ad-Vektoren in primären 
humanen Endothelzellen die IGFBP-4-Expression induziert [169]. Der konsequente 
Einsatz eines ausschließlich für GFP kodierenden adenoviralen Vektors als 
Negativkontrolle ermöglichte die Interpretierbarkeit der Effekte der Überexpression der 
p53-Familienmitglieder unter Ausschluss von Transduktionsartefakten.  
Der deutliche Anstieg des intrazellulären IGFBP-4-Proteinlevels nach p53-
Überexpression (Abbildung 16) ist in Anbetracht der geringfügigen Hochregulation von 
IGFBP-4 durch p53 auf mRNA-Ebene wohl nicht nur durch direkte Regulation, sondern 
vielmehr durch ein Zusammenspiel direkter und indirekter Mechanismen bedingt. 
Gestützt wird diese These durch die Tatsache, dass Wildtyp-p53 zur transkriptionellen 
Repression von Pregnancy-Associated Plasma Protein-A (PAPP-A) führt [170]. Die 
Matrix-Metalloproteinase PAPP-A wiederum führt zum proteolytischen Abbau von 
IGFBP-4 [171]. Die p53-vermittelte Hemmung der IGFBP-4-Proteolyse trägt folglich 
ebenfalls zu erhöhten IGFBP-4-Konzentrationen bei. 
Übereinstimmend mit der Regulation auf mRNA-Ebene war die intrazelluläre 
IGFBP-4-Proteinmenge nach p63-Überexpression zu jedem Zeitpunkt im Vergleich 
zur Kontrolle erhöht. Nach ΔNp63-Überexpression hingegen stieg die intrazelluläre 
IGFBP-4-Proteinmenge verzögert an und war zu frühen Zeitpunkten sogar gegenüber 
der GFP-Kontrolle reduziert (Abbildung 17). Unterschiede in der transkriptionellen 
Kinetik wie auch in regulatorischen Prozessen auf Proteinebene könnten dieses 
unterschiedliche Verhalten nach TAp63 und ΔNp63-Überexpression auf Proteinebene 
bei kongruenter Regulation des IGFBP-4-mRNA-Levels erklären.  
p73-Transduktion hatte den deutlichsten Anstieg der IGFBP-4-Expression zur Folge 
(Abbildung 12). Es konnte kein analoger Anstieg der intrazellulären 
IGFBP-4-Proteinmenge detektiert werden (Abbildung 18). Interessanterweise wurde 
jedoch ausschließlich nach TAp73-Überexpression extrazelluläres IGFBP-4 im 
Zellkulturüberstand nachgewiesen (Abbildung 20). IGFBP sind physiologischerweise 
sekretorische Proteine, die ubiquitär in biologischen Flüssigkeiten, Geweben und 
extrazellulärer Matrix vorkommen [172]. IGFBP-4 wird über den sekretorischen Weg 
in den Extrazellulärraum transportiert, ohne dass es zu einer Akkumulation in 
intrazellulären Kompartimenten kommt [173]. Daher stellt sich die Frage, ob die 
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Sekretion von IGFBP-4 in den Extrazellulärraum in Hep3B-Zellen defizient ist und das 
Protein konsekutiv intrazellulär akkumuliert, die Sekretion jedoch unter TAp73-
Überexpression stattfinden kann. Immunhistochemische Experimente können hier 
weitere Erkenntnisse liefern.  
Unter ΔNp73-Überexpression war die intrazelluläre IGFBP-4-Konzentration zu jedem 
Zeitpunkt gegenüber der GFP-Kontrolle erhöht. Die sehr geringe Hochregulation auf 
mRNA-Ebene (Faktor 1,62 nach 72h) erklärt diesen Anstieg der Proteinmenge nicht, 
so dass wiederum indirekte Regulationsmechanismen involviert sind. Ein möglicher 
Regulationsmechanismus läuft über den Tumorsuppressor Phosphatase and Tensin 
homolog (PTEN). In Schilddrüsenkarzinomzellen reduziert ΔNp73 über Bindung an 
den PTEN-Promotor als direkter negativer Regulator die PTEN-Expression [174]. In in 
vitro-Experimenten wurde gezeigt, dass PTEN-Überexpression in einer Reduktion der 
IGFBP-4-Expression in Magenkarzinomzellen resultierte [175]. So könnte 
Überexpression von ΔNp73 in Leberkarzinomzellen die PTEN-Expression regulieren 
und konsekutiv den IGFBP-4-Status beeinflussen.  
Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse auf Gen- und Proteinebene dafür, dass 
der IGFBP-4-Status neben der direkten Regulation durch die p53-Familie auch über 
bis dato nicht vollständig verstandene indirekte Mechanismen beeinflusst wird. 
Charakteristisch ist, dass TAp73 in der direkten Regulation von sowohl IGFBP-2 als 
auch IGFBP-4 von größerem Einfluss ist als p53. 
Auch für IGFBP-4 wurden putative p53- und p73-Bindestellen in Softwareanalysen 
identifiziert (Tabelle 12- Tabelle 15). Bei komplexer Datenlage fanden sich die 
vielversprechendsten Bindestellen in Intron 1 von IGFBP-4 (Tabelle 14). In 
orientierenden Reportergenassays wurde dies bestätigt (Abbildung 26).  
Die Ergebnisse dieser Arbeit legen somit die Annahme nahe, dass die 
tumorsuppressive p53-Familie Effekte über direkte und indirekte Erhöhung der Menge 
des antiproliferativ und ebenfalls tumorsuppressiv agierenden Proteins IGFBP-4 
vermittelt. Im Rahmen von Folgearbeiten werden diese näher charakterisiert. 
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4.3 IGFBP-2 und IGFBP-4 wirken als tumorsuppressive Effektoren der 
p53-Familie im HCC  
Dass IGFBP-2 durch p53 induziert wird, steht, wie diskutiert, in Einklang mit den 
Ergebnissen von Grimberg et al. [163]. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass TAp73 in der 
Regulation von IGFBP-2 in Hep3B-Zellen von größerer Relevanz ist als p53. Grimberg 
et al. demonstrierten, dass ein IGFBP-2-Knockdown in humanen 
Prostatakarzinomzellen (PC3-Zellen) die p53-vermittelte Inhibierung der 
IGFI-induzierten Aktivierung der Kinase ERK verhindert [163]. Im Rahmen 
weiterführender Forschung unserer Arbeitsgruppe wird der Einfluss und die 
resultierenden Konsequenzen der p53- bzw. TAp73-vermittelten IGFBP-2-Induktion 
auf nachgeschaltete zelluläre Prozesse in Hep3B-Zellen eingehend untersucht.  
Die Rolle von IGFBP-2 im HCC wurde in der Vergangenheit kontrovers diskutiert [176–
179]. 
Unsere Befunde, dass die Hochregulation von IGFBP-2 im HCC mit einer besseren 
Prognose vergesellschaftet ist [146], in Verbindung mit der neuen Erkenntnis der 
direkten IGFBP-2-Induktion durch p53 und TAp73 in Hep3B-Zellen, zeigen, dass wir 
diese Frage beantworten können und es sich hierbei um einen neu identifizierten 
tumorsuppressiven Mechanismus der p53-Familie im HCC handelt.  
Die IGFBP‑4-Expression scheint in den meisten Krebsentitäten abhängig vom 
jeweiligen Differenzierungsgrad zu sein [164]. IGFBP-4 wird in verschiedenen 
Krebszellen exprimiert und hemmt Proliferation wie auch Überleben sowohl in in vitro 
als auch von Xenograft-Modellen [180].  
Zur Wirkungsweise von IGFBP-4 in der Entstehung und Progression des HCC ist 
ebenfalls wenig belegt. Während in präneoplastischen Läsionen von Rattenlebern eine 
Überexpression von IGFBP‑4 nachgewiesen werden konnte, zeigte sich nach 
Entstehung eines HCC eine reduzierte IGFBP-4-Expression [124,181]. Wir 
identifizierten IGFBP-4 als Zielgen der tumorsuppressiven p53-Familie im HCC, wobei 
insgesamt sowohl direkten, als auch indirekten regulatorischen Mechanismen 
Bedeutung zukommt.  
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4.4 Erstbeschreibung einer zentralen Schnittstelle zwischen IGF-Achse 
und p53-Familie im HCC 
p53-Familiennetzwerk (1.2) und IGF-System (1.3) regulieren Proliferation, 

















Abbildung 27: IGFBP als verknüpfende Schnittstelle zwischen IGF-Signalweg und p53-Familiennetzwerk. In grün 
dargestellt sind die proliferativen Funktionen des IGF-Signalwegs, in rot dargestellt die antiproliferativen Funktionen 
des p53-Familiennetzwerks.  
 
Es ist in der Konsequenz nachvollziehbar, dass zwischen beiden Systemen komplexe 
Interaktionen auf verschiedenen Ebenen bestehen müssen. Wir konnten in Einklang 
mit bestehender Literatur [182] zeigen, dass die Bedeutung der p53-Familie in der 
Regulation metabolischer Prozesse von weitaus größerer Bedeutung ist als bisher 
angenommen. 
Abbildung 28 veranschaulicht die Relevanz der neu entdeckten Verknüpfung zwischen 
IGF-Achse und p53-Familie im HCC. IGFBP-2 und IGFBP-4 werden durch die 
tumorsuppressiven p53-Familienmitglieder p53 und TAp73 induziert bzw. die 
IGFBP-4-Verfügbarkeit auch durch indirekte Mechanismen gesteigert. Die IGFBP 
binden daraufhin IGF und verhindern dessen Bindung an den Rezeptor. So wird die 
Proliferation gehemmt und Apoptose induziert.  
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Abbildung 28: p53 und TAp73 hemmen über IGFBP-2 und IGFBP-4 den IGF-Signalweg. In der linken Bildhälfte 
wird die von uns entdeckte Interaktion zwischen p53-Familie und IGF-Signalweg im HCC veranschaulicht. p53 und 
TAp73 reduzieren über Induktion von IGFBP-2 und Regulation von IGFBP-4 mittels direkter und indirekter 
Mechanismen die Verfügbarkeit von freiem IGF und hemmen somit Proliferation und Proteinsynthese, wohingegen 
Apoptose induziert wird. Die rechte Bildhälfte veranschaulicht den IGF-Signalweg ohne Interaktion von p53/ TAp73. 
IGF wird durch IGFBP gebunden. Nach Proteolyse des IGFBP freigesetztes IGF induziert über Rezeptorbindung 
Proliferation und Proteinsynthese, während die Apoptose gehemmt wird (vgl. dazu Abbildung 6). 
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Neben seiner prognostischen Rolle im HCC stellt sich Regulation von IGFBP-2 und 
IGFBP-4 durch die p53-Familie also als überaus interessante regulatorische 
Schnittstelle metabolischer Prozesse durch die p53-Familie dar. Dysregulation der 
IGF-Achse im Rahmen von Adipositas und NAFLD sind vielfach beschrieben 
[183,184]. Wir stellen somit neue Erkenntnisse zur Verfügung, die in Anbetracht der 
steigenden Prävalenz der NAFLD (vgl. 1.1.2) in der Zukunft an Bedeutung gewinnen 
werden. 
Diese ordnen sich in den Kontext bestehender Verknüpfungen beider Signalwege ein. 
So reguliert p53 zum einen die Transkription weiterer Gene der IGF-Achse, zum 
anderen konvergieren beide Signalwege. In Reaktion auf zellulären Stress induziert 
aktiviertes p53 eine Reihe von Zielgenen darunter p21, PUMA und NOXA [185–187]. 
Je nach Ausmaß des einwirkenden Stresssignals werden DNA-Reparatur, 
Zellzyklusarrest, Seneszenz oder Apoptose induziert (Detailinformation Abbildung 5). 
In Reaktion auf Wachstumssignale binden IGFI und IGFII an den IGFI-Rezeptor und 
führen unter anderem zur Aktivierung der PI3K-AKT-Signalkaskade, die über 
verschiedene Effektoren Proliferation, Differenzierung und Hemmung von Apoptose 
vermittelt (Detailinformation Abbildung 6). p53 reguliert die IGF-Signalkaskade auf 
Ebene der Liganden, der Rezeptoren und der IGF-Bindeproteine. Zhang et al. zeigten, 
dass p53 die IGFII-Transkription inhibiert [188,189]. Der Rezeptorstatus wird über 
transkriptionelle Repression des IGFIR-Gens durch p53, p63 und p73 reguliert [190–
193]. IGF-Bindeproteine regulieren die Verfügbarkeit der IGF (1.3.3). p53 induziert 
IGFBP-3 [194]. Unsere Ergebnisse zeigen in Konsistenz mit der Literatur [163,170], 
dass auch IGFBP-2- und IGFBP-4-Status direkt und indirekt durch die p53-Familie, 
darunter v.a. durch p53 und TAp73, reguliert werden (Abbildung 28). Der 
Tumorsuppressor PTEN bildet einen positiven Feedback-Loop mit p53 und hemmt 
seinerseits die PI3K-Aktivität [195–197]. AKT wiederum induziert über die MDM2-
Phosphorylierung p53-Degradierung und -Abbau [198]. Über AKT-abhängige 
Phosphorylierung wird die p21-vermittelte Zellzyklushemmung inhibiert [199]. Auch 
können durch AKT-vermittelte Phosphorylierung proapoptotische Proteine wie  BAD 
oder Caspase 9 funktionell inaktiviert werden [200,201]. Im Weiteren hemmt AKT über 
Phosphorylierung und konsekutive Cytoplasmalokalisierung von FOXO-
Transkriptionsfaktoren die Transkription proapoptotischer Gene [202]. p73 reguliert 
ebenfalls NOXA, BAX, p21 und interagiert mit PTEN [203,204].  



























Abbildung 29: Schematische Darstellung der komplexen Interaktionen zwischen p53-Familiennetzwerk und 
IGF-Signalweg.  
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Die IGF-Achse wird ergo an verschiedenen Punkten durch die p53-Familie 
herunterreguliert, und der IGF-Signalweg seinerseits vermag in Reaktion auf 
Wachstumssignale p53-Funktionen zu antagonisieren. Die Entstehung eines 
Ungleichgewichts tumorsuppressiver Mechanismen und proliferativer Signalwege 
trägt entscheidend zur Entstehung maligner Läsionen bei [205].   
Mit der Erstbeschreibung der Regulation des prognostisch relevanten IGFBP-2- und 
IGFBP-4-Status durch die p53-Familie beim hepatozellulären Karzinom zeigen wir 
eine Interaktion zweier konträrer Signalwege, die beide im HCC häufig dereguliert sind 
[109,118]. Wir zeigen ebenfalls, dass nicht nur der p53-Status, sondern der Status der 
gesamten p53-Familie entscheidend für IGFBP-2- und IGFBP-4-Produktion und damit 
Prognose im HCC ist. 
Die Erkenntnis über die neu identifizierte Interaktion zwischen p53-Familie und IGF-
Achse bietet nun potentiell Möglichkeiten für die Entwicklung therapeutischer Ansätze 
im HCC. In jedem Fall tragen die vorliegenden Ergebnisse zum verbesserten 
Verständnis der metabolischen Funktionen des „Master-Regulators“ p53 und seiner 
Verwandten p63 und p73 bei. Unsere Ergebnisse stellen hier auch im Hinblick auf die 
Ätiopathogenese der NAFLD, einer in der Inzidenz vor allem in Industrienationen 
zunehmenden Erkrankung, wegweisende Erkenntnisse dar. 
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5 Zusammenfassung 
Das HCC ist das häufigste primäre Malignom der Leber und eine Entität mit nach wie 
vor häufig später Diagnosestellung und konsekutiv infauster Prognose. Im palliativen 
Setting existieren zugelassene systemische Therapeutika. Die Entwicklung neuer 
therapeutischer Ansätze ist jedoch weiterhin unabdingbar. Der Einfluss des Status der 
tumorsuppressiven p53-Familie auf Therapieansprechen, Chemosensitivität und 
Apoptose im HCC wurde von unserer Arbeitsgruppe beschrieben. In einer 
vorhergehenden Arbeit wurden über Microarrayanalysen 
p53-Zielgenexpressionsprofile im HCC ermittelt. Der Abgleich dieser in vitro 
erhobenen Daten mit HCC-Patientendatensets ermöglichte die Entwicklung einer 28 
Gene umfassenden p53-abhängigen Gensignatur, auf Basis derer 2 
HCC-Populationen unterschiedlicher Prognose distinguiert werden können.  Unter 
diesen 28 Genen sind Insulin-like growth factor-binding protein-2 (IGFBP-2) und 
Insulin-like growth factor-binding protein-4 (IGFBP-4). Die IGF-Achse, zu der IGFBP-2 
und IGFBP-4 gehören, ist im HCC ebenfalls häufig pathologisch verändert. Vor diesem 
Hintergrund wurden in dieser Arbeit die Verknüpfungen zwischen p53-Familie und 
IGFBP-2 wie auch IGFBP-4 im HCC untersucht. Dabei gelang es IGFBP-2 und 
IGFBP-4 als prognostisch relevante Zielgene der p53-Familie im HCC zu identifizieren. 
Dazu wurden der IGFBP-2- und IGFBP-4-Status in Hep3B-Zellen nach 
Überexpression der einzelnen p53-Familienmitglieder auf Gen- und Proteinebene 
ermittelt. IGFBP-2 und IGFBP-4 wurden in Bindestellenanalysen auf das 
Vorhandensein von p53/p73 Response Elements untersucht und die funktionelle 
Relevanz der identifizierten putativen Bindestellen in Reportergenassays bestätigt. Wir 
zeigten erstmals, dass sowohl IGFBP-2- als auch IGFBP-4-Status im HCC durch alle 
drei p53-Familienmitglieder moduliert werden, wobei die größte funktionelle Relevanz 
der Regulation durch TAp73 zukommt. Die Modulation der Balance dieser beiden 
konträren Signalwege vermag in der Zukunft Ansätze für die Entwicklung neuerer 
therapeutischer Optionen im HCC zu bieten. Im Angesicht steigender Inzidenzen der 
NAFLD tragen wir mit der Erstcharakterisierung der Verknüpfung von IGF-Achse und 
p53-Familie via Regulation des IGFBP-Status in der Leber außerdem zu 
zukunftsrelevantem Erkenntnisgewinn bezüglich der metabolischen Funktionen des 
Master-Regulators p53 und seiner Verwandten p63 und p73 bei. 
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8 Abkürzungsverzeichnis 
°C  Grad Celsius 
µl Mikroliter 
AASLD American Association for the Study of Liver Diseases  
Akt Ak-thymoma= Proteinkinase B 
ALS Acidic Label Subunit 
Amp. Ampicilin  
APS Ammoniumpersulfat 
Bak Bcl-2 homologous antagonist killer 
BAX Bcl-2-associated X protein 
BCA Bicinchoninsäure 
BCLC Barcelona Clinic Liver-Cancer Classification 
BID BH3 interacting-domain death agonist 
bp Basenpaare 
BR Basic Region 
BSA Bovines Serumalbumin 
BSA Bindestelle 
bzw. beziehungsweise 
c1 Konstrukt 1 
c2 Konstrukt 2 
c3 Konstrukt 3 
c4 Konstrukt 4 
c5 Konstrukt 5 
cDNA komplementäre DNA 
cm  Zentimeter 
CMV Cytomegalievirus 
Ct Cycle threshold  
CT Computertomographie 
DBD DNA-Bindedomäne 
DBD DNA-bindenden Domäne  
DNA Desoxyribonukleinsäure 
Dnase Desoxyribonuklease 
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EASL European Association for the Study of the Liver 
ECL Enhanced chemiluminescence 
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
ERK Extracellular-signal regulated kinase 
FCS Fötales Kälberserum  
FOXO Forkhead-Box-Protein O 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 




HCC Hepatozelluläres Karzinom 
HCV Hepatitis-C-Virus 
HR Hybridrezeptor 
IGF Insulin-like Growth Factor 
IGFBP Insulin-like growth factor-binding protein 
kDa kilo Dalton 
LB Lysogeny Broth 
LTX Lebertransplantation 
MANOVA Multivariate Varianzanalyse 
MEM Minimal-essenzielles Medium 
min Minute(n) 
ml Milliliter 
MOI Multiplicity of Infection 
mRNA  messenger-RNA 
mTOR Mechanistic target of Rapamycin 
NAFLD Nichtalkoholische Fettlebererkrankung  
OLD Oligomerisierungsdomäne 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS Phosphate Buffered Saline 
pcDNA Plasmid-cDNA 
PEI Perkutane Ethanolinjektion 
PI3K Phosphoinositid-3-Kinase 
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PTEN Phosphatase and Tensin homolog 
PUMA  p53 up-regulated modulator of apoptosis 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
qPCR Quantitative Polymerase-Kettenreaktion 
R Rezeptor 
rAD rekombinantes Adenovirus 
RF  Raumforderung(en) 
RFA Radiofrequenzablation 
RIPA Radioimmunpräzipitations-Assay  
RNA  Ribonukleinsäure 
Rnase Ribonuklease 
SAMD Sterile-Alpha-Motiv Domäne 
SDS Natriumdodecylsulfat 
sec Sekunde(n) 
SOC Super Optimal broth with Catabolite repression  
TA Transaktivierung  
TACE Transarterielle Chemoembolisation 
TAD  Transaktivierungsdomäne 
TAD  Transkriptionsaktivierenden Domäne  
TBST Tris-buffered saline with Tween20 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
TF Transkriptionsfaktor 
TID Transaktivierungsinhibierende Domäne 
TRAIL-R2 TNF-related apoptosis-inducing ligand-Rezeptor 2 
Upm Umdrehungen pro Minute 
UV Ultraviolett 
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